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UTILIZACION DE SUBSTRATOS AGRO-RESIDUALES PARA LA
PRODUCCION FERMENTATIVA DE L-ARGININA

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se relaciona con un bioproceso para la
produccién de L-arginina mediante fermentacion. Las configuraciones incluyen la
reduccidén de los azicares obtenidos por medio de la hidrolisis enzimatica del
almidén a partir de agro-residuos econdémicos que contienen almidén, tal como el
bagazo de la yuca y el polvo de las semillas del fruto del panapén, los cuales son
abundantes en los paises de Asia y Africa. El proceso puede econémicamente
escalado para la produccién de arginina a partir de fuentes de aztcar no refinada
al reemplazar las costosas fuentes sintéticas de carbono tal, como la dextrosa o la
sacarosa.

[0002] La creciente demanda del mercado de aminoacidos hace que los
académicos e industriales desarrollen nuevos métodos para producir aminoacidos
en forma eficiente y de manera efectiva desde el punto de vista de los costos.
Esta carrera tecnologica facilité la manufactura de aminoacidos principalmente por
medio de cuatro métodos: extraccion de hidrolisatos de las proteinas, sintesis
quimica, hidrélisis enzimatica y fermentacion. Desde el punto de vista econémico,
se Aha encontrado que la fermentacion es factible industriaimente y se utiliza
ampliamente excepto en unos pocos casos en done no se ha alcan'zado un
elevado rendimiento en la producciéon. La economia de este método depende
principalmente del costo de la fuente de carbono, el rendimiento de la
fermentacion, el rendimiento de la purificacion asi como la productividad en el
proceso como un todo. El crecimiento del mercado de aminoacidos producidos
mediante las bacterias coreniformes condujo a significativos desarrolios en la
tecnologia de bioprocesos y de procesamiento corriente abajo. Esto condujo a
esfuerzos para incrementar la productividad y disminuir los costos de produccién
(Thomas Hermann, “Industrial production of amino acids by coryneform bacteria”,
Journal of Biotechnology 104 155- 172 (2003)). Por consiguiente, cualquier
proceso natural que tenga impacto sobre el rendimiento de la L-arginina tiene
demanda para su utilizacion en la practica industrial.

[0003] La L-arginina es un aminoacido condicionalmente esencial,
denominado asi porque depende de la etapa de desarrollo y del estado de salud

del individuo. La arginina estimula el sistema inmune al incrementar la produccién



de células T, ayuda a la vasodilatacion, en el mantenimiento de la salud muscular,
la remocién del amoniaco del organismo asi como en la liberacién de las
hormonas. La L-arginina ha sido producida de manera convencional por tres
métodos: (i) extracciéon de hidrolizatos de las proteinas; (i) sintesis quimica; vy (iii)
hidrolisis enzimatica (Takishi Utagawa, “Production of Arginine by fermentation”, J.
Nutr. 134:28545-2857S (2004)). Posteriormente, se descubrié que la L-arginina
puede ser producida en pequefias cantidades por medio de cepas de
Corynebacterium 'y Brevibacterium que asimilan hidrocarburos (patentes
estadounidenses Nos. 3.222.258 y 3.440.141) y sus cepas mutantes produjeron
cantidades incluso mayores de carbohidratos (patente britanica No. 1.278.917).
[0004] Entre los mutantes reguladores de varios microorganismos, el
Corynebacterium glutamicum mostré mayor produccién de L-arginina (Hajime
Yoshida, Kazumi Araki y Kiyoshi Nakayama, “Arginine Production by Arginine
Analog-resistant Mutants of Microorganisms”, Agric. Biol. Chem., 45 (4), 959-963
(1981)). Algunos de los mutantes que producen arginina mas tipicos son del
género Corynebacterium resistentes a la 2-tiazolalanina (patente estadounidense
No. 3.723.249 y patente estadounidense No. 3.878.044) y la canavanina (patente
estadounidense No. 3.849.250; patente britanica No. 1.351.518). También, se
encontré que los mutantes del género Bacillus (patente estadounidense No.
3.734.829, patente estadounidense No. 4.086.137, y patente estadounidense No.
4.430.430) y Escherichia (patente estadounidense No. 4.430.430, patente
estadounidense No. 6.897.048) producen arginina en cantidades substanciales.
[0005] La produccion de L-arginina en una cantidad suficiente mediante la
fermentaciéon microbiana fue reportada primero por Kisumi et al, “Production of L-
Arginine by Arginine Hydroxamate-Resistant Mutants of Bacillus subtilis”, Appl.
Microbiol. 22, 987 (1971). Se sabe que el oxigeno tiene una influencia importante
sobre la produccion aerébica de los aminoacidos por parte de los
microorganismos (Takishi Utagawa, “Production of Arginine by fermentation”, J.
Nutr. 134:2854S-2857S (2004)). El desarrollo bajo condiciones anaerébicas a
menudo conduce a la formacion de subproductos toxicos, tal como acido acético y
etanol, los que a su vez inhiben fuertemente la produccién de L-arginina (J. Gong,
J. Ding, H. Huang, Q. Chen, Kinetic study and modeling on L-arginine
fermentation, Chin. J. Biotech. 9 (1) 9-18 (1993).)

[0006] El bagazo de la yuca (Manihot esculenta) se ha utilizado para la

produccion de acido L-(+)-lactico por medio de Lactobacillus casei y Lactobacillus



delbrueckii (Rojan P. John, K. Madhavan Nampoothiri y Ashok Pandey, Applied
Biochemistry and Biotechnology, Vol 34, p 263-272 (2006); Rojan P. John, K.
Madhavan Nampoothiri y Ashok Pandey, “Solid state fermentation for L-lactic acid
production from agro wastes using Lactobacillus delbrueckii”, Process
Biochemistry, Vo1.41 p:759-763 (2006). También, se utilizd en la produccién de
acido giberélico (A. Tomasini, C. Fajardo y J. Barrios-Gonzalez, “Gibberellic acid
production using different solid-state fermentation systems”, Vol 13 pp. 203-206
(1997)) y acido citrico por medio de SSF (Flavera Camargo Prado, Luciana Porto
de Souza Vandenberghe y Carlos Ricardo Soccol, “Relation between Citric Acid
Production by Solid-State Fermentation from Cassava Bagasse and Respiration of
Aspergillus niger LPB Semi-Pilot Scale”, Brazilian archives of Biology and
Technology, Vo1.48, Special n.: pp. 29-36 (2005)). Recientemente, Ubaid et al
report6 el uso para la produccion de acido gamma linolénico (Syed Ubaid et al.,
“Enrichment of y-linolenic acid in the lipid extracted from Mucor zychae
MTCC5420", Food Research International, Volumen 42, edicion 4, Mayo de 2009,
Paginas 449-453).

[0007] De manera similar, el polvo de las semillas del fruto del panapén se
ha utilizado en la produccién de pigmentos (Sumathy Babitha, Carlos R. Soccol y
Ashok Pandey, “Jackfruit Seed — A Novel Substrate for the Production of
Monascus Pigments through Solid-State Fermentation”, Food Technol. Biotechnol,
44 (4) 465-471 (2006)) asi como en la produccién de Poli hidroxibutirato
(Ramadas NV, Soccol CR, Pandey A, Appl Biochem Biotechnol, “A Statistical
Approach for Optimization of Polyhydroxybutyrate Production by Bacillus
sphaericus NCIM 5149 under Submerged Fermentation Using Central Composite
Design®, Appl.Biochem.Biotechnol. (2009)).

[0008] Algunas de las desventajas del proceso de fermentacion de la
arginina existente incluyen, por ejemplo, la falta de cultivos del tipo natural
capaces de producir arginina a diferencia del caso del glutamato, en donde el C.
glutamicum natural es capaz de producir grandes cantidades. También ha sido
dificil producir mutantes auxotréficos capaces de producir arginina, y en donde
hay una necesidad de ingenieria genética para mejorar las cepas adecuadas para
la produccion de arginina. En adicion, los costos de produccion de la arginina son
relativamente elevados debido al uso de glucosa pura como la Unica fuente de
carbono. Por lo tanto, son deseables alternativas econémicas para incrementar la
produccion utilizando las cepas disponibles.
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RESUMEN DE LA INVENCION
[0009] La siguiente memoria descriptiva describe y revela especialmente la
naturaleza de esta invencion asi como la manera en la cual se debe llevar a cabo.
“La produccion microbiana de L-arginina utilizando un medio de produccién que
contiene los hidrolisatos de substratos agro residuales, que son amilaceos en
naturaleza tal como el polvo de las semillas del fruto del panapén o el bagazo de
la yuca, como la principal fuente de carbono que no ha sido intentada antes para
la producciéon de aminoacidos tal como la arginina utilizando Corynebacterium
glutamicum’.
[0010] Es una caracteristica de una configuraciéon de la presente invencién
el hacer uso de los hidrolisatos producidos a partir de los materiales de agro-
residuos disponibles localmente para reemplazar los azlcares puros con el fin de
desarrollar las cepas de Corynebacterium glutamicum capaces de producir
aminodacidos. Es una caracteristica adicional de una configuracién de la presente
invencion el desarrolio de un bio proceso adecuado para la produccion de L-
arginina utilizando los hidrolisatos de los materiales de agro-residuos como la
principal fuente de carbono y la fermentacion de la fuente de carbono en
presencia de Corynebacterium glutamicum. Es una caracteristica adicional de una
configuracion de la presente invencion la purificacion de la arginina a partir del
licor de fermentacion después de la fermentacion.
[0011] De acuerdo con una caracteristica de una configuracion, se provee
un meétodo para la produccion de arginina mediante la fermentacion de los agro-
residuos que comprende el someter los agro-residuos a la fermentacion en
presencia de por lo menos una de Corynebacterium glutamicum ATCC 21831 o
Corynebacterium glutamicum ATCC 21493 para producir un licor fermentado que
contiene arginina, y la recuperacion de la arginina a partir del licor fermentado.
[0012] De acuerdo con otra caracteristica de una configuracion, se provee
un meétodo para la produccion de L-arginina a partir de los materiales de agro-
residuos que contienen almidén seleccionados del bagazo de la yuca, el polvo de
las semillas del fruto del panapén, asi como mezclas de .los mismos, que
comprende hidrolizar enzimaticamente los materiales de agro-residuos
preferiblemente de forma que desde 55 hasta 85%, de manera preferible desde
60% hasta 75%, e incluso mas preferiblemente desde 65 hasta 68%, del substrato

de agro-residuos se convierta en azlcares reductores; fermentar los azticares
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reductores (de manera preferible como la tnica fuente de carbono) en presencia
de por lo menos una de Corynebacterium glutamicum ATCC 21831 o
Corynebacterium glutamicum ATCC 21493 para producir un licor fermentado que
contiene arginina, y recuperar la arginina a partir del licor fermentado.

[0013] Estas y otras caracteristicas y ventajas de la presente invencién
seran facilmente aparentes a partir de la Descripcion Detalla que se da a

continuacion.

DESCRIPCION DETALLADA

[0014] Las siguientes definiciones y guias no limitantes se deben considerar
al revisar la descripcion de esta invencion que se divulga en la presente. Los
titulos (tal como “Antecedentes” y “Resumen”), y los subtitulos (tal como
“Composiciones” y “Métodos”) que se utilizan en la presente estan proyectados
sblo para la organizacion general de los tdpicos dentro de la revelacion de la
invencidn, y no se proyecta limitar la revelacion de la invencion ni aspecto alguno
de la misma. En particular, el tema revelado en los “Antecedentes” puede incluir
aspectos de tecnologia dentro del alcance de la invencién, y puede no constituir
una lista del arte previo. El tema revelado en el “Resumen” no es una revelacion
completa ni exhaustiva de todo el alcance de la invencion ni de ninguna de las
configuraciones de la misma. La clasificaciéon o discusion de un material dentro
de una seccion de esta memoria descriptiva como teniendo una utilidad particular
(por ejemplo, siendo un ingrediente “activo” o un “portador’) se hace por
conveniencia, y no se debe extraer inferencia alguna de que el material debe
funcionar necesaria o solamente de acuerdo con su clasificacién en la presente
cuando se emplea en cualquiera de las composiciones.

[0015] La cita de las referencias en la presente no constituye una admisién
de que estas referencias son el arte previo o tienen alguna relevancia para la
patentabilidad de la invencién que se revela en la presente. Cualquier discusién
de las referencias citadas en la Introduccion esta proyectada simplemente para
proveer un resumen general de las aseveraciones realizadas por los autores de
las referencias, y no constituyen una admisiéon de la exactitud del contenido de
dichas referencias.

[0016] La descripcion y los ejemplos especificos, a la vez que indican las
configuraciones de la presente invencion, estan proyectados para propésitos de
ilustracion y no se proyecta limitar el alcance de la invencién. Ademas, la

divulgacion de multiples configuraciones que tienen las caracteristicas
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establecidas no esta proyectada a excluir otras configuraciones que tengan
caracteristicas adicionales, u otras configuraciones que incorporen diferentes
combinaciones de las caracteristicas enunciadas. Los Ejemplos Especificos se
proveen para propositos ilustrativos de cédmo elaborar y utilizar las composiciones
y métodos de esta invencion y, @ menos que se establezca en forma explicita lo
contrario, no se proyecta que sean una representacion de que las configuraciones
dadas de esta invencion hayan, o no, sido elaboradas o probadas.

[0017] Conforme se utilizan en la presente, las palabras “preferido” y “de
manera preferible” se refieren a las configuraciones de la presente invencién que
dan ciertos beneficios, bajo ciertas circunstancias. Sin embargo, otras
configuraciones también pueden ser preferidas, bajo las mismas u otras
circunstancias. Asimismo, la relaciéon de una o mas configuraciones preferidas no
implica que otras configuraciones no sean (tiles, y no se proyecta excluir las otras
configuraciones del alcance de la invencion. En adicion, las composiciones y los
métodos pueden comprender, consistir esencialmente de, o consistir de los
elementos que se describen en la presente.

[0018] Conforme se utiliza en todo este documento, se utilizan rangos como
una forma abreviada para describir cada uno y todos los valores dentro del rango.
Cualquier valor dentro del rango puede ser seleccionado como el término del
rango. En adicion, todas las referencias que se citan en la presente se incorporan
por lo tanto como referencia en su integridad. En el caso de un conflicto en una
definicion de la presente revelacion y aquélla de una referencia citada, prevalece
la presente revelacion.

[0019] A menos que se especifique lo contrario, todos los porcentajes y
cantidades que se expresan en la presente y en cualquier lugar de la memoria
descriptiva se deben entender que hacen referencia a porcentajes en peso. Las
cantidades dadas se basan en el peso del material. La divulgaciéon de un valor
especifico en la presente, sea que se refiera a las respectivas cantidades de los
componentes, u otrés caracteristicas de las configuraciones, esta proyectada para
denotar ese valor, mas o menos un grado de variabilidad para tomar en cuenta los
errores en las mediciones. Por ejemplo, una cantidad de 10% puede incluir 9,5%
6 10,5%, dado el grado de error en la medicion lo que sera apreciado y
comprendido por aquellas personas que tienen los conocimientos habituales en la
técnica.

[0020] La expresion “agro-residuo” denota cualquier residuo que resuita del

procesamiento de los productos agricolas. Varias formas de agro-residuos se
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describen en, por ejemplo, PRODUCTS FROM WASTE (INDUSTRIAL AND
AGRO WASTE), National Institute of Industrial Research, (2003); Garcia-Reyes
Refugio, et al., “Contribution of agro-waste material main components
(hemicelluloses, cellulose, and lignin) to the removal of chromium (i) from
aqueous solution”, J. of Chem. Tech. & Biotech., Vol. 84, No. 10, 1522-1538 (Oct.
10, 2009). En las configuraciones preferidas, los agro-residuos incluyen bagazo,
celulosa, lignina, hemicelulosa, polvo de semillas, bagazo de yuca, o polvo de
semillas del fruto del panapén.

[0021] La presente invencion incluye un método para la producciéon de
arginina mediante la fermentacion de los agro-residuos que comprende someter el
agro-residuc a fermentacion en presencia de por lo menos una de
Corynebacterium glutamicum ATCC 21831 o Corynebacterium glutamicum ATCC
21493, de manera preferible a una temperatura dentro del rango de 20 °C hasta
50 °C y un pH dentro del rango de 5 hasta 8, por un periodo de tiempo desde 12
horas hasta 2 semanas, para producir un licor fermentado que contiene arginina, y
recuperar la arginina del licor fermentado.

[0022] Se ha reportado el uso de los materiales de agro-residuos como la
principal fuente de carbono para varias producciones de metabolitos microbianos,
tales como enzimas, &acidos organicos, tal como &cido lactico, pigmentos.
Mientras que no se proyecta estar ligados a ninguna teoria, los presentes
inventores creen qué los procesos biotecnolégicos para la produccion de
aminoacidos a partir de dichas materias primas econdémicas pueden ser
mejorados mas para hacerlos competitivos con los procesos derivados
quimicamente. Por ejemplo, se seleccionaron dos substratos por parte de los
inventores, tomando en cuenta su elevado contenido de almidén y su exitoso uso
previo en varios bioprocesos, el fruto del panapén y el bagazo de la yuca.

[0023] El fruto del panapén (Artocarpus heterophyllus) es uno de los frutos
tropicales mas populares en el Asia. El mas grande de todos los frutos de arbol,
el panapén contiene desde 100 hasta 300 semillas en un solo fruto. Las semillas
constituyen aproximadamente de 10 hasta 15% de la masa total del fruto y tienen
elevados contenidos de carbohidratos y proteinas (S.-Kumar, A.B. Singh, A.B.
Abidi, R.G. Upadhyay, A. Singh, “Proximate composition of jackfruit seeds”, J.Food
Sci. Technol. 25 141-152 (1988)).

[0024] Normalmente se descartan las semillas o se cuecen al vapor y se
comen como un bocadillo o se utilizan en algunos platos locales. Las semillas se

secan y se pulverizan para obtener la harina o polvo de las semillas del fruto del



@

14

panapén. Los azlcares obtenidos de la harina después de la hidrolisis del
almidon se pueden utilizar en forma efectiva en la produccion fermentativa de
compuestos organicos. El almidén de la semilla del panapén tiene un rango de
temperatura de gelatinizacion estrecho y requiere menos energia en la
gelatinizacion en comparacién con los almidones modificados lo que a su vez
reduce el costo de la hidrolisis del almidén. Las propiedades fisico-quimicas de

las semillas del fruto del panapén se describen en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1: Composicion fisico-quimica de la semilla del fruto del panapén

Parametro Especie Artocarpus

heterophyllus Lam.
Humedad | 2,78
Ceniza 6,72
Proteina cruda 20,19
Grasa cruda 11,39
Fibra cruda 7.10
Carbohidrato 51,82

Fuente: Ibironke Adetolu Ajayi, “Comparative study of the chemical composition
and mineral element content of Arfocarpus heterophyllus and Treculia fricana
seeds and seed oils”, Bioresource Technology, Vol 99 (11), 5125-5129 (2007).

[0025] La yuca (Manihot esculenta Cranz), cultivo de raiz tropical, es la
tercera fuente mas importante de calorias en el tropico, después del arroz y el
maiz. La yuca esta en el cuarto lugar entre los cultivos alimenticios basicos en el
mundo y es consumida por mas de 800 millones de personas [Elkholy H,
Eltantawy A, “The world of cassava production: an overview”, Journal of Root
Crops, 26: 1-5 (2000)). EIl procesamiento industrial de los tubérculos de yuca se
realiza principalmente para aislar la harina y el almidén, lo que genera mas
residuos liquidos y solidos (el procesamiento de la harina genera residuos sélidos
mientras que el del almidén genera mas residuos liquidos). Los residuos sélidos
incluyen la cascara marrén, la cascara interna, las raices inutilizables, el bagazo y
los residuos de la harina, entre los cuales el bagazo es el residuo principal. El
procesamiento de aproximadamente 250 hasta 300 t de tubérculos frescos resulta
en aproximadamente 280 t de bagazo de yuca humedo. El bagazo de yuca esta
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constituido de material fibroso de la raiz y contiene almidén cuyo procesamiento
fisico no se puede realizar. Las pobres condiciones de procesamiento pueden
resultar incluso en mayores concentraciones de almidon en el bagazo de la yuca.
La composiciédn fisico-quimica del bagazo de la yuca se muestra en la Tabla 2 a

continuacion.

Tabla 2: Composicién fisico-quimica del bagazo de la yuca

Humedad 5,02 9,52 10,70 11,20
Proteina 1,57 0,32 1,60 1,61
Lipidos 1,06 0,83 0,53 0,54
Fibras 50,55 14,88 22,20 21,10
Ceniza 1,10 0,66 1,50 1,44
Carbohidrato 40,50 63,85 63,40 63,00

Fuente: Pandey A., Soccol C.R., Nigam P., Soccol V T, Vandenberghe LPS,
Mohan R, “Biotechnology potential of agro-industrial residues, Il: cassava

bagasse”, Bioresource Technology 74:81-87 (2000).

- [0026] La arginina, de manera preferible la L-arginina, puede ser producida

al fermentar los agro-residuos, tales como aquélios que se describen lineas arriba,
solos 0 en combinacién, en presencia de microorganismos para producir una
mezcla que contiene arginina, y luego de manera opcional separar la arginina de
la mezcla. Los microorganismo adecuados incluyen aquéllos seleccionados del
grupo que consiste de Brevibacterium Iactofer}nentum ATCC 21798,
Brevibacterium lactofermentum ATCC 21799, Brevibacterium lactofermentum
ATCC 21800, Brevibacterium lactofermentum ATCC 21801, Brevibacterium
lactofermentum ATCC 21086, Brevibacterium flavum ATCC 21475, Brevibacterium
flavum ATCC 21127, Brevibacterium flavum ATCC 21128, Brevibacterium flavum
ATCC 21129, Brevibacterium flavum ATCC 21474, Brevibacterium flavum ATCC
21493, Brevibacterium flavum ATCC 21406, Brevibacterium flavum ATCC 21605,
Brevibacterium ammoniagenes ATCC 19355, Corynebacterium acetoacidophilum
ATCC 21476, Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 21407, Corynebacterium
glutamicum ATCC 21831, Corynebacterium glutamicum ATCC 132886,
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Corynebacterium glutamicum ATCC 21659, Corynebacterium glutamicum ATCC
21339, Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 21491, asi como las mezclas de
los mismos.

[0027] Los microorganismos preferidos para su uso en la presente
invencion son las cepas mutantes de Corynebacterium glutamicum, especialmente
mutantes resistentes al analogo de arginina, designada como Corynebacterium
glutamicum ATCC 21831 (patente estadounidense No. 3.849.250, cuya revelacion
se incorpora como referencia en la presente en su integridad) y Corynebacterium
glutamicum ATCC 21493 (Brevibacterium flavum ATCC 21493) (patente
estadounidense No. 5.196.326, cuya revelacién se incorpora como referencia en
la presente en su integridad) de la American Type Culture Collection. De manera
preferible, los cultivos se mantienen en el medio LBG (caldo Luria Bertani con
suplemento de glucosa) y se sub-cultiva cada dos semanas.

[0028] Se prefiere en la presente invencion que el medio de cultivo utilizado
sea un medio natural compuesto de cantidades preferidas de fuentes de carbono,
fuentes de nitrégeno, sales inorganicas y pequefias cantidades de nutrientes
inorganicos menores para el desarrollo de las cepas utilizadas. Las fuentes de
carbono preferidas en la presente invencion incluyen glucosa o hidrolisatos de
almidon de cualquier material que contenga almidén, de manera preferible bagazo
de yuca o polvo de las semillas del fruto del panapén obtenidos mediante su
hidrélisis enzimatica utilizando enzimas adecuadas que sacarifican el almidén.
Las enzimas que sacarifican el almidén son conocidas en la técnica. Las enzimas
adecuadas que sacarifican el almidén incluyen aquéllas que se describen en, por
ejemplo, Sasaki, ef al, “Screening of Microorganisms for Raw Starch
Saccharifying Enzyme Production”, Agric. Biol. Chem., 50(6), 1661-1664 (1986),
Achi, et al., “Production of a raw starch saccharifying amylsase by Bacillus alvei
grown on different agricultural substrates”, World J. Microbiol. And Biotech., 8,
206-207 (1991). Estas incluyen, por ejemplo, amilasas, glucoamilasas,
pululanasas, Corticium rolfsii AHU 9627, y similares. El proceso de hidrélisis
puede ser optimizado para cada uno de los substratos utilizando las técnicas
conocidas en el arte, junto con las guias provistas en la presente. En una
configuracion preferida, la fermentacion de los hidrolisatos del aimidén del bagazo
de la yuca y/o del polvo de las semillas del fruto del panapén provee un
rendimiento mas grande que la fermentacion de los azlcares puros, tal como la

dextrosa, utilizando los mismos microorganismos de fermentacion.
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[0029] Como fuentes de nitrégeno, se pueden utilizar las sales inorganicas
de nitrégeno, tal como el cloruro de amonio, y otras fuentes organicas de
nitrbgeno convencionales, tal como la Nz-amina, hidrolisato de caseina, licor de
maiz fermentado, etc. De manera preferible, se utilizan las sales inorganicas de
fosfato monohidrégeno de potasio, fosfato dihidrogeno de potasio, sulfato de
magnesio, sulfato ferroso, sulfato manganoso, carbonato de calcio, etc. También
se pueden agregar cantidades en trazas de varias substancias, tal como biotina y
tiamina, al medio cuando las cepas utilizadas en la invencién requieran las
mencionadas previamente.

[0030] Los cultivos se llevan a cabo de manera preferible en condiciones
aerobicas creadas mediante la agitacién o remocién. Por ejemplo, los cultivos de
las células bajo una escala de laboratorio se pueden llevar a cabo aerébicamente
en matraces de Erlenmeyer de 250 ml bajo condicién sumergida en un agitador
giratorio con agitacién apropiada. Aquellas personas expertas en la técnica seran
capaces de escalar el proceso para producir cantidades comerciales de arginina.
La temperatura para la incubacién puede estar dentro del rango de 20 °C hasta
50°C, maés preferiblemente desde 25 °C hasta 40 °C, inclusive mas
preferiblemente desde 27 °C hasta 36 °C, y de manera mucho mas preferible
desde 30 °C hasta 32 °C. Se prefiere que el pH de la fermentacion esté dentro del
rango desde 4 hasta 9, de manera preferible desde 5 hasta 8, mas
preferiblemente desde 5,5 hasta 7,5, incluso mas preferiblemente desde 6 hasta
7, y de manera mucho mas preferible el pH se mantiene cerca al neutro. También
se prefiere un bajo nivel (de 1 a 5 Unidades) de suplemento de antibiético de beta
lactama similar a la penicilina para mejorar el eflujo de los aminoacidos.
Usualmente, la fermentacion dura por un periodo desde 12 horas hasta 2
semanas, de manera preferible desde 1 dia hasta 10 dias, y de manera mucho
mas preferible desde 2 hasta 6 dias con la finalidad de acumular suficientes
cantidades de arginina dependiendo de la condicién del cultivo y el nivel inicial de
azucar.

[0031] Después de la fermentacion, se puede separar la arginina presente
en el licor de fermentacion, por ejemplo, mediante la remocion de las células
microbianas asi como cualquier otro precipitado por medio de los métodos
convencionales, tal como un tratamiento de resina de intercambio de iones, o
precipitacion. La determinacién cualitativa de la arginina acumulada en el caldo
de cultivo (licor de fermentacion) se puede llevar a cabo mediante TLC vy la

cuantificacion por medio de HPLC después de la derivatizacién con cloruro de
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dansilo. La purificacion parcial y la recuperacion de la arginina se pueden
estandarizar con una resina de intercambio de iones fuertemente acida, tal como
amberlita.

[0032] Las personas con los conocimientos habituales en la técnica
apreciaran que los procesos que se describen en la presente también producen
aminoacidos adicionales, tal como, por ejemplo, acido glutamico, y otros L.-
aminoacidos basicos o L-aminodacidos acidos, tal como lisina.

[0033] Habiendo descrito en forma general la presente invencion, se puede
obtener una comprension adicional haciendo referencia a ciertos ejemplos

especificos que se proveen en la presente para prop6sitos de ilustracion.

CONFIGURACIONES ESPECIFICAS DE LA INVENCION

Eiemplo 1: '

[0034] Un inéculo de 18 horas de Corynebacterium glutamicum ATCC 831
se inoculdo en un medio de fermentacién con una composicién que contiene
hidrolisato de polvo de semillas del fruto de panapén equivalente a 6% de
dextrosa, 0,05% de K;HOP,, 0,05% de KH,PO,, 3% de (NH4)>SO., 0,025% de
MgS0,4.7H,0, 0,001% de FeS04.7H,0, 0,001% de MnS0,4.4H,0, 0,5% de Nz-
amina, 50 ug/l de Biotina, 2 mg/l de Tiamina, 500 pi de licor de maiz fermentado y
2% de CaCO;. El pH se mantuvo en neutro. La incubacion se llevé a cabo por un
tiempo total de 120 horas a 32 °C con agitacién resultando en una acumulacion
final de arginina de 2,27 mg/ml. La cantidad de arginina producida en todo el
periodo de 120 horas se determiné a intervalos de 24, 48, 72, 96, y 120 horas.

Los resultados se muestran en la Tabla 3 a continuacion:

Tabla 3. — Produccién de arginina por medio de C. glutamicum ATCC 21831 en el
hidrolisato de la semilla del arbol del pan
Tiempo (horas) 24 48 72 96 120

Concentracion de

1,05 2,05 2,10 2,15 2,27
arginina (mg/ml)
Ejemplo 2:
[0035] Una cepa mutante que produce L-arginina de Corynebacterium

glutamicum (ATCC 21831) se cultivdo en un medio compuesto de 0,5% de

dextrosa, 0,5% de cloruro de sodio, 0,5% de extracto de levadura, 0,5% de
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peptona, 0,2% de hidrolisato de enzima de caseina con agitacion por 18 horas
hasta obtener el cultivo de semillas para fermentacién. El medio de fermentacion
(25 ml) se colocd en un matraz de Erlenmeyer de 250 ml, se inoculé con 5% del
cultivo de semillas y se incub6 a 32 °C en un agitador giratorio. El medio de
fermentacién estuvo compuesto de hidrolisato de bagazo de yuca equivalente a
8% dev dextrosa, 0,05% de K;HOP,, 0,05% de KH,PQy4, 3% de (NH4)2S04, 0,025%
de MgS0,.7H,0, 0,001% de FeS0,4.7H,0, 0,001% de MnS0O4.4H,0, 0,5% de Nz-
amina, 50 pg/l de Biotina, 2 mg/l de Tiamina, 500 ul de licor de maiz fermentado,
2% de CaCOs. EIl pH se ajustd al neutro. Durante el curso de la incubacion se
afiadié como suplemento un antibiético de lactama en el medio de fermentacion.
Después de 48 horas de incubacion, la cantidad de L-arginina que se acumul6 en
el licor de fermentacion fue de 1,63 mg/ml, lo que represent6 la concentracion
maxima de L-arginina. La cantidad de arginina producida en todo el periodo de
120 horas se determiné a intervalos de 24, 48, 72, 96, y 120 horas. Los

resultados se muestran en la Tabla 4 a continuacion:

Tabla 4. — Produccién de arginina por medio de C. glutamicum ATCC 21831 en el

hidrolisato del bagazo de la yuca
Tiempo (horas) 24 48 72 96 120

Concentracién de

, 0,87 1,63 1,10 1,10 1,41
arginina (mg/ml)
Ejemplo 3:
[0036] Para la produccion de L-arginina mediante fermentacion sumergida

utilizando una cepa mutante de Corynebacterium glutamicum, especificamente
Corynebacterium glutamicum ATCC 21493, se preparé un inéculo mediante
agitacion a 30 °C por 18 horas en un medio compuesto de 0,5% de dextrosa,
0,5% de cloruro de sodio, 0,5% de extracto de levadura, 0,5% de peptona, 0,2%
de hidrolisato de enzima de caseina, 5% del indculo asi obtenido se transfirid a
lotes de 25 ml del medio de fermentacion. Dicho medio de fermentacion
mencionado previamente es un medio acuoso natural compuesto de hidrolisato de
polvo de semillas del fruto del panapén equivalente a 6% de dextrosa, 0,05% de
KoHOPy, 0,05% de KH,PO,, 3% de (NH4)2S04, 0,025% de MgS0,4.7H,0, 0,001%
de FeS0,4.7H;0, 0,001% de MnS0O4.4H,0, 0,5% de Nz-amina, 50 ug/l de Biotina,
2 mg/l de Tiamina, 500 pl de licor de maiz fermentado y 2% de CaCOs.
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[0037] La fermentacion se llevé a cabo a 32 °C por un periodo de 96 horas.
Se afadi6 un suplemento de antibiético de lactama en las etapas iniciales de la
incubacién. Después de la incubacion por 96 horas, se acumulé un maximo de
1,93 mg/ml de L-arginina en el licor de fermentacién. La cantidad de arginina
producida en todo el periodo de 120 horas se determiné a intervalos de 24, 48, 72,

96, y 120 horas. Los resultados se muestran en la Tabla 5 a continuacion:

Tabla 5. — Produccién de arginina por medio de C. glutamicum ATCC 21493 en el
hidrolisato de la semilla del arbol del pan
Tiempo (horas) 24 48 72 96 120

Concentracion de

o 0,15 0,65 1,49 1,93 1,72
arginina (mg/ml) ‘

Ejemplo 4.

La Tabla 6 a continuacién muestra una comparacién de la produccion
maxima de L-arginina producida mediante la fermentacién con C. glutamicum
ATCC 21831 en diferentes medios de produccién bajo las condiciones definidas
que se mencionan para la cepa, y que se describen lineas arriba en los Ejemplos
1y 2. Los inventores sorprendentemente descubrieron que la produccién de
arginina fue mas elevada en el medio basado en hidrolisato, en comparacion con

el medio normal en donde se utiliza dextrosa pura como la fuente de carbono.

Tabla 6. — Produccién de arginina por medio de C. glutamicum ATCC 21831 en

diferentes medios

Normal _ .
Hidrolisato de Hidrolisato de semilla
Medio (dextrosa
bagazo de yuca del arbol del pan
pura)
Concentracion de
- 0,45 1,63 2,27
arginina {mg/ml)
[0038] Las configuraciones que se describen en la presente proveen

ventajas Unicas para la produccién de arginina, asi como también un inesperado
rendimiento superior de arginina a partir de agro-residuos econémicos, cuando se

compara con el rendimiento de una fuente de carbono puro, tal como dextrosa.
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Una ventaja es el uso, o reciclado de los desechos agro-residuales, tal como el
bagazo de la yuca o las semillas del fruto del panapén, que de otra manera
podrian haber permanecido sin utilizar y/o ser descartados. Otra ventaja es el uso
de un método alternativo para reducir el uso de azlcares refinados costosos, tal
como la dextrosa para el propdsito de fermentacion. Incluso, otra ventaja es la
produccidn relativamente elevada de arginina en el medio basado en hidrolisatos,
cuando se compara con el medio de dextrosa mas costoso.

[0039] La invenciéon ha sido descrita lineas arriba con referencia a los
Ejemplos ilustrativos, pero se debe entender que la invencién no esta limitada a
las configuraciones reveladas. Las alteraciones y modificaciones que se pudieran
ocurrir a una persona experta en la técnica luego de la lectura de la memoria
descriptiva también estan dentro del alcance de la invencién, la que se define en

las reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir arginina mediante la fermentacién de agro-

residuos que comprende:

someter el agro-residuo a fermentacién en presencia de por lo menos
una de Corynebacterium glutamicum ATCC 21831 o Corynebacterium glutamicum
ATCC 21493, para producir un licor fermentado que contiene arginina; y

recuperar la arginina del licor fermentado.

2. El método conforme se reivindica en la Reivindicacién 1, caracterizado
porque el agro-residuo comprende una fuente de carbono seleccionada del grupo
que consiste del bagazo de yuca, polvo de semillas del fruto del panapén, asi
como mezclas de los mismos.

3.  El método conforme se reivindica en la Reivindicacion 1, caracterizado
porque el agro-residuo es una fuente de carbono producida al hidrolizar los
materiales que contienen almidén con una enzima que sacarifica el almidén.

4. El método conforme se reivindica en la Reivindicacién 2, caracterizado
porque la fuente de carbono se produce al hidrolizar por lo menos uno del bagazo
de yuca, polvo de semillas del fruto del panapén, asi como mezclas de los
mismos, con una enzima que sacarifica el almidon.

5. El método conforme se reivindica en la Reivindicacién 1, caracterizado
porque la fermentacion es la fermentacién aerdbica.

6. El método conforme se reivindica en la Reivindicacién 1, caracterizado
porque la fermentacion se lleva a cabo a una temperatura dentro del rango desde
20 °C hasta 50 °C.

7. El método conforme se reivindica en la Reivindicacién 6, caracterizado
porque la temperatura es desde 30 °C hasta 32 °C.

8.  El método conforme se reivindica en la Reivindicacion 1, caracterizado
porque la fermentacion se lleva a cabo a un pH dentro del rango de 5 hasta 8.

9. El método conforme se reivindica en la Reivindicacién 8, caracterizado
porque el pH es desde 6 hasta 7.

10. El método conforme se reivindica en la Reivindicacién 1, caracterizado
porque la fermentacion se lleva a cabo por un periodo de tiempo desde 12 horas
hasta 2 semanas.

11.  ElI método conforme se reivindica en la Reivindicaciéon 10, caracterizado
porque el periodo de tiempo es desde 2 dias hasta 6 dias.
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12. El método conforme se reivindica en la Reivindicacién 1, que
comprende ademas afiadir un antibiotico de lactama durante la fermentacion.

13. Un método para producir L-arginina a partir de materiales de agro-
residuos que contienen almidén seleccionados de bagazo de yuca, polvo de
semillas del fruto del panapén, asi como mezclas de los mismoé, que comprende:

hidrolizar enzimaticamente los materiales de agro-residuo para convertir
el residuo en azicares reductores;

fermentar los azicares reductores en presencia de por lo menos una
de Corynebacterium glutamicum ATCC 21831 o Corynebacterium glutamicum
ATCC 21493, para producir un licor fermentado que contiene arginina; y

recuperar la arginina del licor fermentado.

14. El método conforme se reivindica en la Reivindicacién 13, caracterizado
porque la hidrolizacién enzimatica de los agro-residuos convierte desde 55 hasta
85% del agro-residuo en azlcares reductores.

15.  El método conforme se reivindica en la Reivindicacién 13, caracterizado
porque la fermentacion se lleva a cabo a una temperatura dentro del rango desde
20 °C hasta 50 °C.

16. ElI método conforme se reivindica en la Reivindicacién 15, caracterizado
porque la temperatura es desde 30 °C hasta 32 °C.

17. El método conforme se reivindica en la Reivindicacién 13, caracterizado
porque la fermentacion se lleva a cabo a un pH dentro del rango de 5 hasta 8.

18. El método conforme se reivindica en la Reivindicacion 17, caracterizado
porque el pH es desde 6 hasta 7.

19.  El meétodo conforme se reivindica en la Reivindicacién 13, caracterizado
porque la fermentacion se lleva a cabo por un periodo de tiempo desde 12 horas
hasta 2 semanas.

20. El método conforme se reivindica en la Reivindicacion 13, que
comprende ademas afadir un antibidtico de lactama durante el proceso de

fermentacion.



RESUMEN

El objeto de la invencién son procesos para producir arginina
mediante fermentacidén en los cuales los azlcares obtenidos
mediante la hidrdlisis enzimdtica del almidén a partir de
agro-residuos econdémicos que contienen almidén, tal como el
bagazo de la yuca y polvo de semillas del fruto del panapén,
se fermentan en presencia de microorganismos para producir un
licor fermentado que contiene arginina, y recuperar la

arginina del licor.

En una realizacidn, se proporciona un método para producir
arginina mediante la fermentacién de agro-residuos que
comprende someter el agro-residuo a fermentacidén en presencia
de por lo menos una de Corynebacterium glutamicum ATCC 21831
o Corynebacterium glutamicum ATCC 21493, para producir un
licor fermentado que contiene arginina y recuperar 1la

arginina del licor fermentado.

La invencidén es util en el campo de los bioprocesos para la

produccién de arginina.
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INTERNATIONAL. PRELIMINARY REPORT International application No.
ON PATENTABILITY PCTAIS2010/025371

Box No.1 Basis of the report

1. 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 transiation 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) and (b))

2. With regard to the elements* of the international application, this report is based on (replacement sheets which
have been furnished lo 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
1-13 as originally filed

Claims, Numbers
1-20 as originally filed

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

3. O The amendments have resulted in the cancellation of:

8 the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequence listing (specify):

4. 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)):

J the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify):

5. O This report has been established:

0 taking into account the rectification of an obvious mistake authorized by or notified to this Authority
under Rule 91 (Rules 66.1(d-bis) and 70.2(e)).

O without taking into account the rectification of an obvious mistake authorized by or notified to this
Authority under Rule 91(Rules 66.4bis and 70.2(e)).

6. O Supplementary international search report(s) from Authority(ies) hashave been received and taken into
account in establishing this report (Rule 45bis.8(b) and (c)).
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Box No. IV Lack of unity of invention

1. ¥ Inresponse to the invitation to restrict or pay additional fees, the applicant has, within the applicable time
limit:

O restricted the claims.

® 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.

O neither restricted the claims nor paid additional fees.

2. 0 This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to
Rule 68.1, not to invite the applicant to restrict or pay additional fees.

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

O complied with. ' '

X not complied with for the following reasons:

see separate sheet

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

[J the parts relating to claims 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

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 2-4, 9, 12-20
No: Claims 1,5-8, 10, 11
Inventive step (IS) Yes: Claims 2-4,13-20

No: Claims 1,5-12
Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-20

No: Claims

2. Citations and explanations (Rule 70.7):

see separate sheet
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REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/US2010/025371

1. For the following opinion the arguments of the Applicant's representative filed with
felefax on 23.12.2011 have been taken into account.

2. Concermning the expression "agro-waste": the definition of the expression "agro-
waste" in the application as filed is as follows (see description, page 6, lines 9-10):

“The expression "agro-waste" denotes any waste resulting from the processing of
agricultural products.”.

Such a broad definition of the essential feature "substrate” does not exclude cane
molasses at all. On the contrary, according to the general knowledge of a person
skilled in the art on the filing date molasses, and especially cane molasses, are to be
regarded as "agro-waste".

in document D6 ("Pellettizing Organic Fertilizer (THA/04/12)" (2006), URL.: http://
sgp.undp.org/web/projects/7960/pellettizing_organic_fertilizer.html, see "Project
Details & Results", 4th paragraph, line 1) it is explicitly stated that molasses are
regarded as "agro-waste": "Realizing the abundance of agro-waste in locality such as
animal manure, rice husk, rice bran and molasses, ...".

Moreover, in document D7 (Kawaguti, H.Y. ET AL.: "Isomaltulose production using
free cells: optimisation of a culture medium containing agricultural wastes and
conversion in repeated-batch processes", J Ind Microbiol Biotechnol (2007)
34:261-269, see page 265, column 2, lines 34-35) sugar cane molasses are explicitly
designated as "agricultural waste": "The glucosyl-transferase activity obtained using
agricultural wastes (corn steep liquor and sugar cane molasses) ...".

Hence, the objections based on the content of document D1 are maintained.

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheat 1) (EPO-April 2005)
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Lack of unity of invention

1. The International Searching Authority identified 2 inventions in present international
application which are not linked by a special technical feature in the sense of Rule
13.2 PCT and which do not belong to a single general inventive concept as required
by Rule 13.1 PCT (see International Search Report (ISR), PCT/ISA form 206).

In accordance with Article 17(3)(a) PCT, the ISR has been established on all parts of
the application, namely on inventions 1 and 2, i.e. the subject-matter of claims 1-20
(completely) (see item 2.).

The International Preliminary Examining Authority (IPEA) agrees with this objection as
to lack of unity of invention for the following reasons:

Present international application relates to 2 inventions which do not belong to a
common inventive concept.

The technical feature common to the 2 inventions is the use of agro-waste material as
a carbon source for the fermentative production of arginine in the presence of at least
on of Corynebacterium glutamicum ATCC 21831 or Corynebacterium glutamicum
ATCC 21493.

However, the use of agro-waste material as a carbon source for the fermentative
production of L-arginine in the presence of Corynebacterium glutamicum ATCC 21831
is already known in the prior art. The document US 3 849 250 A (NAKAYAMA, K. ET
AL., 19 November 1974, see passages cited in the ISR) discloses the use of cane
molasses as a carbon source for the fermentative production of L-arginine in the
presence of Corynebacterium glutamicum ATCC 21831. Furthermore, the concept of
using cane molasses as a carbon source for the fermentative production of L-arginine
in the presence of Corynebacterium glutamicum ATCC 21493 has been also
disclosed by the document US 5 196 326 A (KURONUMA, H. ET AL., 23 March 1993,
see column 2, lines 18-20; columns 9-10, example 5).

Therefore, there is no novel technical feature linking inventions 1-2 in the sense of
‘Rule 13.2 PCT.

In the light of the prior art, the problem underlying the present application can be
defined as the provision of further methods of producing arginine by fermentation from
agro-waste material in the presence of at least on of Corynebacterium glutamicum
ATCC 21831 or Corynebacterium glutamicum ATCC 21493.

Inventions 1-2 are different solutions to this problem.

Form PCT/Separate Shest/409 (Sheet 2) (EPC-April 2005)
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In view of the fact that methods of producing arginine by fermentation from agro-waste
material in the presence of at least on of Corynebacterium glutamicum ATCC 21831
or Corynebacterium glutamicurn ATCC 21493 are already known in the prior art and
due to the fact, that no other technical features can be distinguished which, in the light
of the prior art, could be regarded as special technical features common to these
solutions in the sense of Rule 13.2 PCT, the IPEA is of the opinion that there is no
single inventive concept underlying the plurality of claimed inventions of the present
application as required by Rule 13.1 PCT.

Consequently, there is a lack of unity and different inventions, not belonging to a
common inventive concept are different subjects on the communication pursuant to
Article 17(3)(a) PCT.

2. In response to the invitation to pay additional fees the Applicant has paid all
additional search fees, i.e. the fee for invention 2.

As a consequence, the ISR (see PCT/ISA form 206) has been established on the
following parts of the International Application:

invention no. 1: (claims 1-20 (partially))

invention no. 2: (claims 1-20 (partially))

Re ltem V

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

Reference is made to the following documents:

D1 US 3 849 250 A (NAKAYAMA, K. ET AL.), 19 November 1974, cited in the
application

D2 US 5 196 326 A (KURONUMA, H. ET AL.), 23 March 1993, cited in the
application

Form PCT/Separate Sheet/d09 (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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D3 PANDEY, A. ET AL.: "Biotechnological potential of agro-industrial
residues. ll: cassava bagasse", BIORESOURCE TECHNOLOGY,
vol. 74, no. 1, August 2000, pages 81-87, XP002613088, cited in the
application

D4 RAMADAS, N.V. ET AL.: "Polyhydroxybutyrate Production using Agro-
industrial Residue as Substrate by Bacillus sphaericus NCIM 5149,
BRAZILIAN ARCHIVES OF BIOLOGY AND TECHNOLOGY,
vol. 62, no. 1, January 2009, pages 17-23, XP002613089

D5 DATABASE MEDLINE [Online], US NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE
(NLM), October 2009, Database accession no. NLM19812909 ,
RAMADAS, N.V. ET AL.: “A statistical approach for optimization of
polyhydroxybutyrate production by Bacillus sphaericus NCIM 5149 under
submerged fermentation using central composite design”,

XP002624059, cited in the application

& APPLIED BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY,
vol. 162, no. 4, October 2010, pages 996-1007

1. Invention no. 1
1.1 Ciarit icle 6 PCT

1.1.1 The vague and imprecise statements in the description on pages 4-5,

paragraphs [00014]-{00017] and page 13, paragraph [00039], concerning the scope of ‘
the invention imply that the subject-matter for which protection is sought may be '
different to that defined by the claims, thereby resulting in a lack of clarity of the claims

when the description is used to interpret the claims. These statements should

therefore be amended to remove this inconsistency.

1.1.2 The incorporation by reference made in the description on page 5, lines 29-30,
is not allowable and should be replaced by a brief summary of the content of the
corresponding documents.

Form PCT/Separate Shee/409 (Sheet 4) (EPO-April 2005)
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icl PC

1.2.1 D1 discloses a method of producing arginine by fermentation of agro-waste
comprising subjecting cane molasses to fermentation in the presence of
Corynebacterium glutamicum ATCC 21831, to produce a fermented liquor containing
arginine, and recovering the arginine from the fermented liquor (see column 1, lines
38-40; column 1, lines 48-50; columns 2-3, example 2; column 4, claims 3, 4). The
fermentation is carried out under aerobic conditions, at a temperature within the range
of 20 °C to 40 °C, at a pH within the range of 4 to 9, and for a period of 72 h.

Accordingly, the subject-matter of claims 1, 5-8, 10, 11 is not novel.

1.2.2 D2 discloses a method of producing arginine by fermentation employing
Corynebacterium glutamicum ATCC 21493 in a fermentation medium comprising
ethanol as a carbon source, to produce a fermented liquor containing arginine, and
recovering the arginine from the fermented liquor (see columns 9-10, example 5).

D3 discloses the use of a fermentation medium comprising cassava bagasse or

hydrolyzed starch derived from cassava bagasse as a carbon source for fermentative
production processes.

D4 discloses a method of producing polyhydroxybutyrate using a fermentation
medium comprising hydrolyzed starch derived from cassava bagasse as a carbon
source.

1.3 Inventive Step (Article 33(3) PCT)

Document D1 is regarded to represent the closest prior art to the subject-matter of
claims 9, 12. ‘

It discloses a method of producing arginine by fermentation of agro-waste comprising
subjecting cane molasses to fermentation in the presence of Corynebacterium
glutamicum ATCC 21831, to produce a fermented liquor containing arginine, and
recovering the arginine from the fermented liquor.

1.3.1 The subject-matter of claim 9 differs from this known method in that the pH is
from 6 to 7.

Form PCT/Separate Sheet/408 (Sheet 5) (EPO-April 2005)
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However, in order to establish inventive step for the specifically claimed embodiment
of claim 9, it would be necessary to show that it does not merely represent a non-
functional modification of the known method disclosed in D1.

As a consequence, the subject-matter of claim 9 cannot be regarded as involving an
inventive step.

1.3.2 The subject-matter of claim 12 differs from this known method in that it further
comprises adding a lactam antibiotic during fermentation.

D2 discloses a method of producing arginine by fermentation employing
Corynebacterium glutamicum ATCC 21493 in a fermentation medium comprising
ethanol as a carbon source, to produce a fermented liquor containing arginine, and
recovering the arginine from the fermented liquor. D2 further discloses the concept of
adding a lactam antibiotic during fermentation in order to increase the arginine yield
(see column 2, line 62 - column 3, line 1; columns 11-12, claims 1-3).

Accordingly, this modification of the known method disclosed in D1 is considered to be
the application of known measures in a closely analogous situation and is therefore
considered to be obvious.

Consequently, the subjebt-matter of claim 12 cannot be regarded as involving an
inventive step.

2.1 Clarity (Article 6 PCT)

2.1.1 The vague and imprecise statements in the description on pages 4-5,
paragraphs [00014]-[00017] and page 13, paragraph [00039], concerning the scope of
the invention imply that the subject-matter for which protection is sought may be
different to that defined by the claims, thereby resulting in a lack of clarity of the claims
when the description is used to interpret the claims. These statements should
therefore be amended to remove this inconsistency.

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 6) (EPO-April 2005)
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2.1.2 The incorporation by reference made in the description on page 5, lines 29-30,
is not allowable and should be replaced by a brief summary of the content of the
corresponding documents.

ovelty {(Articl 2P

2.2.1 D1 discloses a method of producing arginine by fermentation of agro-waste
comprising subjecting cane molasses to fermentation in the presence of
Corynebacterium glutamicum ATCC 21831, to produce a fermented liquor containing
arginine, and recovering the arginine from the fermented liquor (see column 1, lines
38-40; column 1, lines 48-50; columns 2-3, example 2; column 4, claims 3, 4). The
fermentation is carried out under aerobic conditions, at a temperature within the range
of 20 °C t0 40 °C, at a pH within the range of 4 to 9, and for a period of 72 h.

Accordingly, the subject-matter of claims 1, 5-8, 10, 11 is not novel.

2.2.2 D2 discloses a method of producing arginine by fermentation employing
Corynebacterium glutamicum ATCC 21493 in a fermentation medium comprising
ethanol as a carbon source, to produce a fermented liquor containing arginine, and
recovering the arginine from the fermented liquor (see columns 9-10, example 5).

D4 and D5 disclose methods of producing polyhydroxybutyrate using a fermentation
medium comprising hydrolyzed starch derived from jack fruit seed powder as a carbon
source.

2.3 Inventive Step (Articie 33(3) PC

Document D1 is regarded to represent the closest prior art to the subject-matter of
claims 9, 12.

It discloses a method of producing arginine by fermentation of agro-waste comprising
subjecting cane molasses to fermentation in the presence of Corynebacterium
glutamicum ATCC 21831, to produce a fermented liquor containing arginine, and
recovering the arginine from the fermented liquor.

Form PCT/Separate Sheet/409 (Shaet 7) (EPO-Aprii 2005)



t( INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No.
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/US2010/025371

2.3.1 The subject-matter of claim 9 differs from this known method in that the pH is
from6to 7.

However, in order to establish inventive step for the specifically claimed embodiment
of claim 9, it would be necessary to show that it does not merely represent a non-
functional modification of the known method disclosed in D1.

As a consequence, the subject-matter of claim 9 cannot be regarded as involving an
inventive step.

2.3.2 The subject-matter of claim 12 differs from this known method in that it further
comprises adding a lactam antibiotic during fermentation.

D2 discloses a method of producing arginine by fermentation employing
Corynebacterium glutamicum ATCC 21493 in a fermentation medium comprising
ethanol as a carbon source, to produce a fermented liquor containing arginine, and
recovering the arginine from the fermented liquor. D2 further discloses the concept of
adding a lactam antibiotic during fermentation in order to increase the arginine yield
(see column 2, line 62 - column 3, line 1; columns 11-12, claims 1-3).

Accordingly, this modification of the known method disclosed in D1 is considered to be
the application of known measures in a closely analogous situation and is therefore
considered to be obvious.

Consequently, the subject-matter of claim 12 cannot be regarded as involving an
inventive step.

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 8) (EPO-April 2005)
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NO OTHER FORM IS APPLICABLE

PCT/US2010/025371

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

TRAUT, Donald L.
COLGATE-PALMOLIVE COMPANY
Patent Department

909 River Road

Piscataway, New Jersey 08855
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/month/year)
16 July 2012 (16.07.2012)

Applicant's or agent's file rcference

REPLY DUE

9029-00-OC see paragraph 1 helow
International application No. International fiting date (day/month/year)
PCT/US2010/025371 25 February 2010 (25.02.2010)
Applicant

COLGATE-PALMOLIVE COMPANY et al
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It has been brought to the attention of the International Bureau that in respect of the above-identified international
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The International Bureau of WIPO
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- FROM : .BRIGARD Y- <OSTRD. .

- sollcitydes,

PHONE MO.

¢ 3BR27esd

0CT. 28 2081 B81:99PH P2

Brigard & Castro

SANTA FE DE BOGOTA - COLOMBIA

PODER
Yo (ndsotros)

dorniciliado(s) en

Nombhréfamos) a: RAMIRO CASTRO pUQUE ylo JUAN

PABLO CADENA  SARMIENTO y/o BEATRIZ
JARAMILLO S.
de Santafé de -Bogotd, Colombia, epoderados

verdaderos y legales con poder especial, ampilio y
sulicierite, pars recabar de las oficinas v autoridades
colombianas administrativas, judiciales v de policla, en
cualquier Instancia o reeurso, |a obtencién de patentes
de nvencién, registros de marcss, disefos industriales,
modelos de utilidad, depésitos de nombros comaerclales
Y enseilns, registros de derechos de autor y contratos
sobre . los musmos. obtencidn de certificados de
obtentor de variedades vegetales, as/ como sus
préreogas, renovaciones, anotaciones de traspaso,
cambios de nombre y/o domicilio; elaborar, tramtar y
registrar - contratos  de licencia vy licencias  de
cuslesgilera clases: intervenir como demandante o
como demandado en cualquier instancia Y recurso ante
cualquier Juez, corporaciin, funcionario publico o
autondad en accinnes |udiciales, administrativas y de
policia tales como: oposiciones al registro de mareas:
acciones  de caducidad, cancelacidn y nulidad;
acciones reivindicatorlas, acciones derivadas de la
obtencidn o explotecién de licencias: acciones de
competencia desleal; demandas pensles; acciones de
indemnizacion de perjuicios, reclamos y cbservaciones
2 solicitudes de patentes, disefios industriales, modelos
de utilidad, en el ejercicio de medidas cautelares y en
olras acciories 0 medidas similares.

A este efecto, lols) facultolamas) pars  elevar
formular  descripciones, enmiendas,
protestas, declaraciones, oposiciones, cancelsciones,
nulidades, apelaciones vy reclamos; pagar impuestos,
cuotas y gravdmenes prescritos por 12 ley. reauncrar o
desistir a2 derechos concedidos o en curse  de
concesién; recibir tods clase de documentos y valores,
dando el descargo respectiva, v, en general, para dar
2nte dichas autondades todos los pasos necesarlos al
efecto indicado y tomar todas las medidas que
treveren conducentes al resguardo de Ims  (nuestros

ntereses), con todas. las demés facultades legales
necesarias.,

Este pader comprende la tacultad de ratificar ¢
confirmar en mi  (nuestro) nomire: lo actuado asf
como la facuited de desistir. transigir, comprometer, y
la de sustiturio en todp o en parte y revocar
sustituciones.  Asimismo nombrolamos) a:  RAMIRO
CASTRO DUQUE vyjo JUAN PABLO CADENA
SARVHENTO y/o BEATRIZ JARAMILLO §.
domiciliadols) en 1a Carrera 7 No. 16-56 Piso 9, mis
{nuestros]  apoderados en Colambia, con facultades
para reewbir notificaciones vy designar  apoderados
jdiciales o extrajudiciales.

Ororgade v firmado en

POWER OF ATTORNEY

| (We) ) :
COLEATE~PATH

someied oorgamers TMOLTTE COPARY, a b

elaware

of 300 Park Avenue,

New York, New Yorx 40022, U, s. A,

Hereby appoint RAMIRO CASTRO DUQUE  andfor
JUAN PABLO CADENA SARMIENTO andjor BEATRIZ
JARAMILLO S,

of Santaté de Bogots, Colombia, my {our} true and
lawful attorneys with special, ample and sufficient
power to abtan from the Colombian admunistrativa,
judicial and police offices and authorlties, in any
instance, privileges of patents of invention, registration
of trademarks, industrial designs and utility models;
registration of commercial nemes and emblems,
registration of copyright and contracts related therero,
certificates of obtainers of vegetables varieties, as well
as extensions, renewals and recordal ¢f assignments
and changes of name and domicile related to the
above; 10 prepars, prosecute and register licenses of
any kind; to act as plaintift or defendant in any
instance or recourse, and before any judge.
corporation, public official or authority in judicial,
administrative and police actions, such as: oppositions
to the registration ot trademerks; caducity, cancelistion
and nullity actions: claim actions derived from the
obtaining or explotation of licenses, action of unfair
competition; penal demands, actions of indemnities for
damages: claims or observations on. patent
applications, models, industrial designs and utility
models; in the exercise of preventive measures; and in
other actions’or similar proceedings.

To that effect they are hereby empowered to lile
applications, formulate descriptions, amendments,
protests, declacations, oppositions, cancellations.
nuflities, appeals and claims: to pay texes, quotas and
assessments prescribed by law, rennunce or wave the
nghts granted or In the process of granting; to receive
all kind of : documents. and valuables, qiving the
respective releass of recsipt, and, in general, 1o take
before said authonties the necessary steps 10 such
effect, and any measures that they may deem
pertinent to the safeguard of my (our) interestls)
with all the other necessary tegal powers.

This power includes the faculty 1o ratity or gontirm
dewist, settle and compromise on my l(aur] behalf..and
to substitute this power in whole or in part.and to
revoke substitutions. At the same-time | (We} hereby
appoint RAMIRO CASTRO DUQUE andfor JUAN
PABLO CADENA SARMIENTO and/or BEATRIZ
JARAMILLO S,

donwciled in Carrera 7 No. 16-56, Piso 9, my (our)
attorney(s} in fact, with powers to receive notifications
and 10 designate judicial and extrajudicial attorneys.

Granted and signed in  NEW York, N'Y'

VICE PRESIDENT & Vo
e ° HSBRATE GENERAL COUNSEE™ %7 29 181 gy % 200,
f—'inna ‘I’RADEMARK Sigﬂaxu;e 2
tfombre Name M

oo eman

SCOTT E THOMPSON
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FROM BRI l‘!—‘«RD Y CASTRO PHONE NO.

CERTIFICADO NOTARIAL {SOCIEDAD]}

Hoy de de

personalmente comparecié ante mf

a quien conozco, y de quien me consta que firmd el
anterior documento, debidemente juramentado declaro
y dijo que él es

de

Sociedad legalmente constitwida pera un perfodo de
duracién que aun no ha terminado; que el declarante
estd autdrizado por dicha compafiia para conferr aste
poder; que el selio estampado por 6l al pre de tal poder, .
en nombre y representacion de Ié expresada compafila,
es ol sello oficial de ella; y que ¢l objeto para el cuatl se
conficre este insteumento est .compeendida dentro del
de la sociedad,

€ suscrito Notario hace constar que tuvo 2 [a vista las

pruebas de la existencia de [a sociadad.

Estado de
con fecha

v que quien confisre al
reprasentante.

presents poder es sy

Notario Pablico {sello}

CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL 4

Hoy
ante mf

de de , comparecléleron)

a quien (es) conozco y me consta que eslson) la(s)
personafs} firmante(s} del documento gque precade vy
quien{es) declarain} que otorgan el misma para losg
fines v propdsitos que en-é| s& expresan.

Notario Pdblico (selio)

LEGALIZACION POR APOSTILLA ES REQUERIDA.

' 38827e0

meaotary Public, State of New York

ACT. 23 2091 91:16PM P4

o

s

NOTARIAL CERTIFICATE {CORPORATION}

onwis XV 29 Mday of
personally appeared before me

to me known, anaSEnQJvErF onfsge the person who

signed the foregoing instrument who being by me duly
sworn did depose and say that he (she) is the

VICE PRESIDENT &
ASSQCIATE GENERAL COUNSEL
TRADEMARK

COLGATE-PALMOLIVE COM7ANY

Which is legally constituted for a term not yet expired,
that deponent 1s authorized by said Company to confer
this Power of Attorney: that the seal affixed hereunto
by the deponent in the name and on behalf of said
Corporation 1s the corporate ses! thereof; and that the
purpose for which this nstrument 15 granted s
included within the corporate purpose of company.

of

of

The undersigned Notary Public attests that he has seen
the documents that- prove the._existence of the
company,

Delaware
May 13, 1997

State of
under date of

and that he (;he’f who grants the prasent power of
attarney 1s its ‘Representative, .

ROSIE S: DIZON

No. 31 _49MATARIAL CERTIFICATE -
lified in New YotCdBatyPERSON

Rysion Expires Aug. 15, 2002

Qn thism"r 29 2 day of

personally appeared before me
SCOTT E THOMPSON

who islare) known:to me and who 1 attest; e'xeculed
the foregoing document and he (théyk ‘degl

{thedT grantis) the document for the ses.
therein expressed.

of

ROSIE S. DIZON

LEGALIZATION BY Mam&umgﬁ%‘?% ?ew York

Qualified in New York County
Commission Expires Aug. 16,2002
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Aypostille

(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

1. Country; United States of America
This public document
2. has been signed by Norman Goodman

3. acting in the capacity of County Clerk
bears the seal/stamp of the county of New York

Certified

5. At New York, New York 8. the 30th day of October 2001
7. by Special Deputy Secretary of State, State of New York
8. No. NYC-97865408B

8. Seal/Stamp 10.  Signature v
Agil M. Qureshi )
Special Deputy Secretary of State

S

04 136595.RSL ( REV: 2/6/96)
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PR

: % 2H23 T3 Femu-
:"g,‘;'bul'ltv of'New Yook, g5 vy & . reemenasen
1, NORMAN

Y gty Clerk and Cletk of the Supreme Court of the State of
New Yotk; In and for the Cotltpafdie® Votk, a Court of Record, having by law = seal,
“ DG-HEREBY CERTIFY pursuant to the Exccutive Law of the State of New York, that

Kogie. S, Dizern

whose name {s subscribed to the annexed affidavie, deposition, certificate of acknowledgment or proof, was at the
tim?of taling the seme 8 NOTARY PUBLIC in and for the State of New York duly commissioned, sworn and
qualified to act as such; that pursuant to law, a commission ot & certificate of his cfcial character, with his
autograph &limture bas been filed in my office; that at the time of taking such proof, acknowledgment or oath, he

wae duly authorized to take the samej that 1 am welf acquainted with the handwriting of such NOTARY PUBLIC
01 hive compared the signature on the snnexed instrument wizh his autograph signaturc deposited in my office, and
beHeve that such signature is geaulne,

IN WITNESS WHEREQF, | have hereunto set my hand affixed my officdal seal this

0CT.3.0.2004 '

- FEE PAID $3.00

County Clerk and Clerk ol/‘e Supreme Court, New York County

LS




APOSTILLE

(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

- Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
Este documento publico

- ha sido firmado por Norman Goodman
3. actuando en capacidad de Oficial del Condado

4. lleva el sello/timbre del condado de New York

CERTIFICADO
. en New York, New York 6. el 30 de Octubre de 2001
7. por Secretario de Estado Encargado Especial, Estado de New York

- No. NYC-97865408B

..Sello/Timbre 10. Firma

(Firmay
Aquil M. Qureshi
Seeretario de Estado Encargado Especial




TRADWCCION SIMPLE AL ESPANOL del Certificado No_tana! yella apbstilla que vienen
Junto con el poder dado por Colgate-Palmolive Company, a Delaware Corporation,
domicifiada en 300 Park Avenue, New York, New York, Estades Unidos de América a
Ramiro Castro Duque y/o Juan Pablo Cadena Sarmiento y/o Beatriz Jaramilio S.
domiciliados en la Carrera 7 # 16-56 P. 9, Bogots.

Certificado Notarial

Estado de New York ) 252373

) SS.
Condado de New York )

Yo, NORMAN GOODMAN, Oficial del Condado y Oficial de Ia Corte
Suprema del Estado de New York, en y para el Condado de New York, un Tribunal
de Registros, que tiene un seilo por ley.

CERTIFICO POR MEDIO DE LA PRESENTE de acuerdo con Ia Ley
Ejecutiva del Estado de New York, que

Rosie S. Dizon

Guyo nombre estid suscrito al acta notarial, deposicion, certificado de
reconocimiento o prueba, era al momento de tomar el mismo NOTARIO PUBLICO
en y para el Esterdlo de New York debidamente comisionado, juramentado y
calificado para actuar como tal, que de acuerdo con la ley, una comisién o un
certificado de este caracter oficial, con su firma autégrafa ha sido presentada en

fiema es genuina.

COMO TESTIGO DE LO MISMO, he fijado al presente mi firma t mi sello
oficial este

30 de Octubre de 2001
TARIFA.PAGADA $3:00

(Firma)
Oficial de! Condado y Oficial de 12 Corte Suprema, Condado de New York




APOSTILLE

(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

1216500

1. COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

2. THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
EMILY LANG
3. ACTING IN THE CAPACITY OF:

NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY
4. BEARS THE SEAL/STAMP OF:

EMILY LANG, NOTARY

CERTIFIED

5. AT TRENTON, NEW JERSEY

6. THE 2ND DAY OF JULY 2012

7. BY: Andrew P Sidamon-Eristoff
State Treasurer

8. NO: A461447

9. SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE

(kMﬁmwNmmmn125338354

Verify this certificate at
https://www]1.state.nj.us/TYTR_StandingCert/JSP/Verify Cert.jsp




9029-00-CO-01-OC

I, Brenda Matthews, of COLGATE-PALMOLIVE COMPANY, do hereby
declare that the copy attached hereto is a true photocopy of the assignment of
International Patent Application PCT/US2010/025371 filed February 25, 2010.

w%&m/@ W‘Q

Brenda Matthews
Patent Administrator
Colgate-Palmolive Company

Subscribed and sworn to
Before me this 7 day
Of %/W\_Q &@ / a’

X gﬂx\L\%f"(/
U O

EMILY LANG
N2 OF NEW JERSEY
STATE OF
MY COMMISSION EXPIRES NOV. 30, 2013



Attorney Docket No.: 9029-00-OC

ASSIGNMENT

WHEREAS, I, Ravi Subramanyam (below referred to as ASSIGNORS), residing,
respectively, as set forth hereinafter, have made an invention for which application for
Letters Patent was filed in the United States Patent and Trademark Office as
International Application Serial No. PCT/ US2010/025371, filed February 25, 2010,
naming the ASSIGNOR(S) as inventor(s), and entitled Utilization of Agro Residual .
Substrates for Fermentative Production of L-arginine; and

WHEREAS, Colgate-Palmolive Company, a corporation duly organized and
existing under the laws of the State of Delaware, United States of America and having
its principal office and place of business at 300 Park Avenue, New York, New York
10022, and offices and place of business at 909 River Road, Piscataway, New Jersey
08855 (below referred to as “ASSIGNEE"), is desirous of obtaining the entire right, title
and interest in and to the aforesaid invention and patent application and corresponding
patent rights worldwide;

NOW, THEREFORE, in consideration of good and valuable consideration, the
receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, ASSIGNOR(S), by these
presents do sell, assign and transfer to ASSIGNEE, the full and exclusive right, title and
interest in and to the aforesaid invention, the aforesaid Patent Application and all
corresponding patent applications, all divisional, continuation, continuation-in-part,
reissue, reexamination, and any additional patent applications which claim priority to
the aforesaid Patent Application, and all Letters Patent or comparable rights issuing
thereon in the United States and in all foreign countries, together with the right(s) of
priority under the International Convention for the Protection of Industrial Property,
Inter-American Convention Relating to Patents, Designs and Industrial Models, and any
other international agreements to which the United States of America adheres, and the
ASSIGNOR(S) hereby authorize and request the United States Commissioner of Patents
and Trademarks and all foreign Patent Offices to issue all Letters Patent or comparable
rights issuing on any application as aforesaid to ASSIGNEE, or to its successors, assigns
or legal representatives;

ASSIGNOR(S) hereby covenant that ASSIGNOR(S) have full right to convey the
entire interest herein assigned, and that ASSIGNOR(S) have not executed, and will not
execute, any agreement in conflict herewith;

ASSIGNOR(S) agree to communicate to ASSIGNEE or to its successors, assigns
or legal representatives any and all facts known to them or any of them respecting said
invention, and without further remuneration to testify in any legal proceeding, sign all
lawful papers, execute all divisional, continuation, continuation-in-part, reissue and
reexamination applications, make all rightful oaths and generally do all lawful acts to
aid ASSIGNEE or its successors, assigns or legal representatives to obtain and enforce
proper patent protection for said invention in all countries and to enhance or perfect
ASSIGNEE's title in and to the invention and patent rights therein.

ASSIGNOR(S) hereby authorize attorneys for ASSIGNEE to enter on this
document any applicable serial numbers and filing dates after ASSIGNOR(S') execution
of this document.

This Assignment is effective as of: February 25, 2010.
(date of filing)

(Sheet 1 of 2)




Attorney Docket No.: 9029-00-OC

IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my hand and seal this 23 day of

Fz «f'ﬂr\cv\»7 2010

75y —
/X "M SL\L{}:\*(‘&W-;’{'W/

Ravi Subrathanyam

Address: 18 Doyle Lane
Belle Mead, NJ 08502

State of %
County of

Onthis _Q2 day of ol arx 20/, before me, a Notary
Public in and for the State and County aforesaid, personally appeared the ‘above

signatory, known to me to be the person of that name, who executed the foregoing
instrument in my presence.

bots

NOTARY PUBLICY

 NOTARY PO
PUBLIC
STATE OF NEW JE
MY COMMISSION EXPIRESREOE\\I'. 30, 2013

(Sheet 2 of 2)



Attorney Docket No.: 9029-00-OC

ASSIGNMENT

WHEREAS, WE, Ashok Pandey, Madhavan Nampoothiri, (below referred to as
ASSIGNORS), residing, respectively, as set forth hereinafter, have made an invention
for which application for Letters Patent was filed in the United States Patent and
Trademark Office as International Application Serial No. PCT/US2010/025371, filed
February 25, 2010, naming the ASSIGNOR(S) as inventor(s), and entitled Utilization of
Agro Residual Substrates for Fermentative Production of L-arginine; and

WHEREAS, National Institute for Interdisciplinary Science & Technology (NIST)
(CSIR), Industrial Estate P.O., Pappanamcode, Trivandrum - 695 019, Kerala, India
(below referred to as “ASSIGNEE"), is desirous of obtaining the entire right, title and
interest in and to the aforesaid invention and patent application and corresponding
patent rights worldwide; '

NOW, THEREFORE, in consideration of good and valuable consideration, the
receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, ASSIGNOR(S), by these
presents do sell, assign and transfer to ASSIGNEE, the full and exclusive right, title and
interest in and to the aforesaid invention, the aforesaid Patent Application and all
corresponding patent applications, all divisional, continuation, continuation-in-part,
reissue, reexamination, and any additional patent applications which claim priority to
the aforesaid Patent Application, and all Letters Patent or comparable rights issuing
thereon in the United States and in all foreign countries, together with the right(s) of
priority under the International Convention for the Protection of Industrial Property,
Inter-American Convention Relating to Patents, Designs and Industrial Models, and any
other international agreements to which the United States of America adheres, and the
ASSIGNOR(S) hereby authorize and request the United States Commissioner of Patents
and Trademarks and all foreign Patent Offices to issue all Letters Patent or comparable
rights issuing on any application as aforesaid to ASSIGNEE, or to its successors, assigns
or legal representatives;

ASSIGNOR(S) hereby covenant that ASSIGNOR(S) have full right to convey the
entire interest herein assigned, and that ASSIGNOR(S) have not executed, and will not
_execute, any agreement in conflict herewith;

ASSIGNOR(S) agree to communicate to ASSIGNEE or to its successors, assigns
or legal representatives any and all facts known to them or any of them respecting said
invention, and without further remuneration to testify in any legal proceeding, sign all
lawful papers, execute all divisional, continuation, continuation-in-part, reissue and
reexamination applications, make all rightful oaths and generally do all lawful acts to
aid ASSIGNEE or its successors, assigns or legal representatives to obtain and enforce
proper patent protection for said invention in all countries and to enhance or perfect
ASSIGNEE's title in'and to the invention and patent rights therein.

ASSIGNOR(S) hereby authorize attorneys for ASSIGNEE to enter on this
document any applicable serial numbers and filing dates after ASSIGNOR(S’) execution
of this document.

This Assignment is effective as of: February 25, 2010.
(date of filing)

(Sheet 1 of 3)



Attorney Docket No.: 9029-00-0C

IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my hand and seal this __ 31 day of

hi

Madh\v{n’ﬁampoothiri
Address: 14 Chandramana Sreevalson

Vishnu Nagar '
Kaimanam, Trivandrum
695018 INDIA

State of

County of R ‘

" Onthis 3\ dayof _ t¥a y 2016 before me, a Notary

Public in and for the State and Coﬁrnty aforesaid, personally appeared the above
signatory, known to me to be the person of that name, who executed the foregoing
instrument in my presence. o N

Attested by

NOTARY PUBLIC -

£.R. THULASEEDHARAN NAIJ
ADVOCATE & NOTARY PUBLIC

Athont Lane, Vanchiyoor
- 885 038

Govt. ot Kerala, INDIA
Notary Register
Page No....\ Qaa....
SL No...24-0-%.....
R.No.\28R¢....
Date 2AneSnR0)G -

(Sheet 3 of 3)
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Attorney Docket No.: 9029-00-0C

IN TESTIMONY WHEREOF, I hereunto set my hand and seal this 31

— 202 Aﬂ/m/m/ N~ —

Xshok'l’ari'dfy

day of

Address: 13-14A Heera Dale

Jagathy, Trivandrum
695014 INDIA

State of
County of

* .
On this_2\" day of \‘r)cxﬂt . 20163 before me, a Notary
Public in and for the State and County aforesaid, personally appeared the above
signatory, known to me to be the person of that name, who executed the foreggi

c. !n - Y
instrument in my presence. ey .
Attested by AN 2N’§
NOTARY PUBLIC
K.R.TNULASEEDHARAN NAIR
ADVOCATE & NOTARY PUBLIC

Athani Lane, Vanchiyoor
Thirvvemanthapuram - 885 633
Govt. of Kerala, INDIZ

Notary Register

Page No... A 6&.-
SL No... 24:7%.......
R. No..\ 2826, ...

Date 2\ze5=8olo!

*ss0eco0?0F 000 pasbin

(Sheet 2 of 3)



APOSTILLE

(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

121659 42

1. COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

2. THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
EMILY LANG
3. ACTING IN THE CAPACITY OF:

NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY
4., BEARS THE SEAL/STAMP OF:

EMILY LANG, NOTARY

CERTIFIED

5. AT TRENTON, NEW JERSEY

6. THE 2ND DAY OF JULY 2012

7. BY: Andrew P Sidamon-Eristoff
State Treasurer

8. NO: A461447

9. SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE

Certificate Number: 125338347

Verify this certificate at
https://www].state.nj.us/TYTR _StandingCert/JSP/Verify Cert.jsp




9029-00-CO-01-OC

I, Brenda Matthews, of COLGATE-PALMOLIVE COMPANY, do hereby
declare that the copy attached hereto is a true photocopy of the assignment of
National Institute for Interdisciplinary Science & Technology to Council of

Scientific and Industrial Research, of International Patent Application
PCT/US2010/025371 filed February 25, 2010.

/w/b&v}z/ﬁw‘
Brenda Mattﬁews ‘
Patent Administrator

Colgate-Palmolive Company

Subscribed and sworn to
Before me this 27 day

of “J,.V o O[3
X M Xw
v J

EMILY LANG
NOTARY PUBLIC
STATE OF NEW JERSEY
MY COMMISSION EXPIRES NOV. 30, 2013
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TRADUCCION AL ESPANOL DEL DOCUMENTO DE CESION A COLGATE-
PALMOLIVE COMPANY firmado por los cedentes y el cesionario.

APOSTILLA
(Convencion de la Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
2. Este documento publico
ha sido firmado por EMILY LANG
3. actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY
4. lleva el sello/timbre de EMILY LANG, NOTARIO

Certificado

5. en Trenton, New Jersey
6. el 02 de julio de 2012
7. por Andrew P. Sidamon-Eristoff, Tesorero de Estado
8. No. A461447
9. Sello/timbre
10.Firma
(Firma)

Hay un sello que dice:
EL GRAN SELLO DEL ESTADO DE NEW JERSEY

Certificado Nimero: 125338354
Verifique este sello en linea en
httos:/fwww1 state.nj.us/TYTR_StandingCert/JSP/Nerify Cert.jsp




9029-00-C0O-01-0C

Yo, Brenda Matthews de COLGATE-PALMOLIVE COMPANY, por la
presente declaro que la copia anexa es una fotocopia verdadera de la cesion
de la solicitud de patente internacional No. PCT/US2010/025371 presentada
el 25 de febrero de 2010.

(firma)
Brenda Matthews
Administradora de patentes
Colgate-Palmolive Company

Suscrito y jurado ante mi este 27 de junio de 2012.

(firma)

Hay un sello que dice:

EMILY LANG

Notario Publico

Estado de New Jersey

Mi comisién vence el 30.Nov.2013

Hay un sello seco que dice:
EMILY LANG

Notario Publico

New Jersey

yes



Expediente de abogado No. 8873-00-OC

CESION

CONSIDERANDO QUE YO, Ravi Subramanyam (referido abajo como CEDENTE) residente
respectivamente como se establece mas adelante, he hecho una invencién para la cual se presentd una solicitud
para Titulo de Patente en la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos como solicitud internacional
serial No. PCT/US2010/025371 el 25 de febrero de 2010, nombrando a los Cedentes como inventores, y titulada
UTILIZACION DE SUBSTRATOS AGRO-RESIDUALES PARA LA PRODUCCION FERMENTATIVA DE L-
ARGININA; y

CONSIDERANDO QUE, Colgate-Palmolive Company, una corporacion debidamente organizada y
existente bajo las leyes del Estado de Delaware, Estados Unidos de América Y que tiene sus oficinas principales
y lugar de operacion en 300 Park Avenue, New York, New York 10022, y oficinas y sede de negocios en 909
River Road, Piscataway, New Jersey 08855 (referida abajo como el “CESIONARIO”) desea obtener la totalidad
del derecho, titulo e interés en y para la invencién y solicitud de patente mencionada arriba y los
correspondientes derechos de patente alrededor del mundo.

AHORA POR LO TANTO, en consideracion de la consideracion buena y valiosa, el recibo y la
suficiencia de la cual se reconocen por medio de la presente, el (los) CEDENTE(S) por la presente vende, cede y
transfiere al CESIONARIO el derecho total y exclusivo, titulo e interés en y para la invencion arriba mencionada,
la mencionada Solicitud de Patente de los Estados Unidos y todas las solicitudes de patente extranjeras
correspondientes, todas las divisionales, continuaciones, continuacién parcial, reemisiones, reexaminaciones y
cualquier solicitud de Estados Unidos adicional, que reivindique la prioridad para la mencionada solicitud de
Estados Unidos, y todos Ios Titulos de Patente o derechos comparables que se emitan a partir de esta en los
Estados Unidos y en todos los paises extranjeros, junto con el(los) derecho(s) de prioridad bajo la Convencion
Internacional para la Proteccion de la Propiedad Industrial, Convencion Interamericana con Relacion a Patentes,
Disefios y Modelos Industriales, y cualquier acuerdo internacional para el cual los Estados Unidos haga parte, y
el(los) CEDENTE(S) por la presente autoriza y solicita al Comisionado de Patentes y Marcas de los Estados
Unidos y todas las Oficinas de Patentes extranjeras a emitir todos los Titulos de Patentes o derechos
comparables que se emitan sobre cualquier solicitud como se menciond anteriormente al CESIONARIO, o sus
Sucesores, representantes legales y a quienes para tal efecto designe;

EL(LOS) CEDENTE(S), acuerda que el(los) CEDENTE(S) tiene pleno derecho para comunicar la
totalidad del interés aqui cedido y que el(los) CEDENTE(S) no ha ejecutado y no ejecutara, ningin acuerdo en
conflicto con el presente;

EL(LOS) CEDENTE(S) acuerda comunicar al CESIONARIO o a sus sucesores, representantes legales
y a quienes para tal efecto designe, cualquiera y todos los hechos conocidos por ellos o por cualquiera de ellos
respecto a dicha invencion y sin remuneracién adicional para testificar en cualquier proceso legal, firmar todos los
papeles legales, ejecutar todas las solicitudes de divisional, continuacion, continuacion parcial, reemision y
reexaminacion, hacer todos los juramentos correctos y en general, hacer todos los actos legales para ayudar al
CESIONARIO o sus sucesores, representantes legales y a quienes para tal efecto designe, para obtener y hacer
valer la proteccion de patente apropiada para dicha invencion en todos los paises y para mejorar o perfeccionar
el derecho del CESIONARIO en y para la invencion y derechos de patente de la misma.

EL(LOS) CEDENTE(S) por la presente autoriza a los abogados del CESIONARIO a ingresar en este
documento cualquier nimero de serie aplicable y fechas de presentacion después de la ejecucion por parte
del(los) CEDENTE(S) de este documento.

Esta Cesion es efectiva desde: Febrero 25, 2010
(fecha de presentacion)

(Hoja 1 de 2)



.Expediente de abogado No. 9029-00-OC

EN TESTIMONIO DE LA CUAL, he puesto mi firma yselloel 23 de_ febrero  de 2010.

(firma)
RAVI SUBRAMANYAM
Direccion: 18 Doyle Lane
Belle Mead, NJ 085202

Estado de New Jersey
Condado de Middlesex

El_23 de_febrero _de 2010, ante mi, un Notario Piblico en y para el Estado y Condado antes

mencionados, comparecio personalmente el arriba firmante, a mi saber la persona de ese nombre, quien ejecutd
el instrumento anterior en mi presencia.

(firma)
NOTARIO PUBLICO

Hay un sello que dice:

EMILY LANG

Notario Pablico

Estado de New Jersey

Mi comision vence el 30.Nov.2013

(Hoja 2 de 2)



Expediente de abogado No. 8873-00-0C

CESION

CONSIDERANDO QUE NOSOTROS, Ashok Pandey y Madhavan Nampoothiri (referido abajo como
CEDENTE) residente respectivamente como se establece mas adelante, he hecho una invencién para la cual se
presento una solicitud para Titulo de Patente en la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos como
solicitud internacional serial No. PCT/US2010/025371 el 25 de febrero de 2010, nombrando a los Cedentes como
inventores, y fitulada UTILIZACION DE SUBSTRATOS AGRO-RESIDUALES PARA LA PRODUCCION
FERMENTATIVA DE L-ARGININA; y

CONSIDERANDO QUE, National Institute for Interdisciplinary Science & Technology (NIST) (CSIR),
Industrial Estate P.O., Pappanamcode, Trivandrum - 695 019, Kerala, India (referida abajo como el
‘CESIONARIO") desea obtener la totalidad del derecho, titulo e interés en y para la invencion y solicitud de
patente mencionada arriba y los correspondientes derechos de patente alrededor de! mundo.

AHORA POR LO TANTO, en consideracion de la consideracién buena y valiosa, el recibo y la
suficiencia de la cual se reconocen por medio de la presente, el (los) CEDENTE(S) por la presente vende, cede y
transfiere al CESIONARIO el derecho total y exclusivo, titulo e interés en y para la invencion arriba mencionada,
la mencionada Solicitud de Patente de los Estados Unidos y todas las solicitudes de patente extranjeras
correspondientes, todas las divisionales, continuaciones, continuacion parcial, reemisiones, reexaminaciones y
cualquier solicitud de Estados Unidos adicional, que reivindique la prioridad para la mencionada solicitud de
Estados Unidos, y todos los Titulos de Patente o derechos comparables que se emitan a partir de esta en los
Estados Unidos y en todos los paises extranjeros, junto con el(los) derecho(s) de prioridad bajo la Convencion
Internacional para la Proteccion de la Propiedad Industrial, Convencién Interamericana con Relacion a Patentes,
Disefios y Modelos Industriales, y cualquier acuerdo internacional para el cual los Estados Unidos haga parte, y
el(los) CEDENTE(S) por la presente autoriza y solicita al Comisionado de Patentes y Marcas de los Estados
Unidos y todas las Oficinas de Patentes extranjeras a emitir todos los Titulos de Patentes o derechos
comparables que se emitan sobre cualquier solicitud como se menciond anteriormente al CESIONARIO, o sus
sucesores, representantes legales y a quienes para tal efecto designe;

EL(LOS) CEDENTE(S), acuerda que el(los) CEDENTE(S) tiene pleno derecho para comunicar la
totalidad del interés aqui cedido y que el(los) CEDENTE(S) no ha ejecutado y no ejecutara, ningun acuerdo en
conflicto con el presente;

EL(LOS) CEDENTE(S) acuerda comunicar al CESIONARIO 0 a sus sucesores, representantes legales
y @ quienes para tal efecto designe, cualquiera y todos los hechos conocidos por ellos o por cualquiera de ellos
respecto a dicha invencion y sin remuneracion adicional para testificar en cualquier proceso legal, firmar todos los
papeles legales, ejecutar todas las solicitudes de divisional, continuacién, continuacion parcial, reemision y
reexaminacion, hacer todos los juramentos correctos y en general, hacer todos los actos legales para ayudar al
CESIONARIO o sus sucesores, representantes legales y a quienes para tal efecto designe, para obtener y hacer
valer la proteccion de patente apropiada para dicha invencion en todos los paises y para mejorar o perfeccionar
el derecho del CESIONARIO en y para la invencion y derechos de patente de la misma.

EL(LOS) CEDENTE(S) por la presente autoriza a los abogados del CESIONARIO a ingresar en este
documento cualquier nimero de serie aplicable y fechas de presentacion después de la ejecucion por parte
del(los) CEDENTE(S) de este documento.

Esta Cesion es efectiva desde: Febrero 25, 2010
(fecha de presentacion)

(Hoja 1 de 3)

g



Expediente de abogado No. 9029-00-OC

EN TESTIMONIO DE LA CUAL, he puesto mifirmayselloel 31 de mayo _ de 2010.

(firma)
MADHAVAN NAMPOOTHIRI
Direccién: 14 Chandramana Sreevalson

Vishnu Nagar
Kaimanam, Trivandrum
695018 India

Estado de

Condado de

Bl_31 de__mayo_ de 2010, ante mi, un Notario Publico en y para el Estado y Condado antes

mencionados, comparecio personalmente el arriba firmante, a mi saber la persona de ese nombre, quien ejecutd
el instrumento anterior en mi presencia.

({firma)

NOTARIO PUBLICO

Hay un sello que dice:

K. R. THULASEEDHARAN NAIR
Abogado y Notario Publico
Athani Lane, Vanchiyoor
Thiruvananthapuraan — 995 035
Gobierno de Kerala, India

Notario
Gobierno de Kerala

(Hoja 3 de 3)



Expediente de abogado No. 9029-00-0C

EN TESTIMONIO DE LA CUAL, he puesto mi firma yselloel_31 de__mayo _ de2010.

{firma)
ASHOK PANDEY
Direccion: 13-14A Heera Ddale
Jagathy, Trivandrum
695014 India

Estado de
Condado de

El_31 de__mayo__de 2010, ante mi, un Notario Pblico en y para el Estado y Condado antes
mencionados, comparecid personalmente el arriba firmante, a mi saber Ia persona de ese nombre, quien ejecutd
el instrumento anterior en mi presencia.

(firma)
NOTARIO PUBLICO

Hay un sello que dice;

K. R. THULASEEDHARAN NAIR
Abogado y Notario Publico
Athani Lane, Vanchiyoor
Thiruvananthapuraan — 995 035
Gobierno de Kerala, India

Notario
Gobierno de Kerala

(Hoja 2 de 3)



(Hoja 2 de 2)



TRADUCCION AL ESPANOL DEL DOCUMENTO DE CESION A COUNCIL
OF SCIENTIFIC AND INDUSTRIAL RESEARCH firmado por el cedente y el

cesionario.

APOSTILLA
(Convencion de la Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
2. Este documento publico
ha sido firmado por EMILY LANG
3. actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY
4. lleva el sello/timbre de EMILY LANG, NOTARIO

Certificado

5. en Trenton, New Jersey
6. el 02 de julio de 2012
7. por Andrew P. Sidamon-Eristoff, Tesorero de Estado
8. No. A461447
9. Sello/timbre
10.Firma
(Firma)

Hay un sello que dice:
EL GRAN SELLO DEL ESTADO DE NEW JERSEY

Certificado Numero: 125338347
Verifique este sello en linea en
https./fwww1.state.njus/TYTR _StandingCert/JSP/Verify Cert.isp




'9029-00-CO-01-0C

Yo, Brenda Matthews de COLGATE-PALMOLIVE COMPANY, por la
presente declaro que la copia anexa es una fotocopia verdadera de la cesién
de National Institute for Interdisciplinary Science & Technology a Council of
Scientific and Industrial Research de la solicitud de patente internacional No.
PCT/US2010/025371 presentada el 25 de febrero de 2010.

(firma)
Brenda Matthews
Administradora de patentes
Colgate-Palmolive Company

Suscrito y jurado ante mi este 27 de junio de 2012.

(firma)

Hay un sello que dice:

EMILY LANG

Notario Pablico

Estado de New Jersey

Mi comisién vence el 30.Nov.2013

Hay un sello seco que dice:
EMILY LANG

Notario Publico

New Jersey



Expediente de abogado No. 8873-00-0C

CESION

CONSIDERANDO QUE, National Institute for Interdisciplinary Science & Technology (referido
abajo como CEDENTE) con oficinas en Industrial Estate P.O., Pappanamcode, Trivandrum — 695 019, Kerala,
India, ha hecho una invencion para la cual se presento una solicitud para Titulo de Patente en la Oficina de
Patentes y Marcas de los Estados Unidos como solicitud internacional serial No. PCT/US2010/025371 el 25 de
febrero de 2010, nombrando a los Cedentes como inventores, y ftitulada UTILIZACION DE SUBSTRATOS
AGRO-RESIDUALES PARA LA PRODUCCION FERMENTATIVA DE L-ARGININA; y

CONSIDERANDO QUE, Council of Scientific and Industrial Research, una sociedad registrada bajo el
Acta de Registro de Sociedades (XX1 de 1860), con oficina registrada en Anusandhan Bhavan, 2, Rafi Marg,
Nueva Deli - 110 001, India (referida abajo como el ‘CESIONARIO") desea obtener la totalidad del derecho, titulo

e interés en y para la invencion y solicitud de patente mencionada arriba y los correspondientes derechos de
patente alrededor de! mundo.

AHORA POR LO TANTO, en consideracién de la consideracion buena y valiosa, el recibo y la
suficiencia de la cual se reconocen por medio de la presente, el (los) CEDENTE(S) por la presente vende, cede y
transfiere al CESIONARIO el derecho total y exclusivo, titulo e interés en y para la invencion arriba mencionada,
la mencionada Solicitud de Patente de los Estados Unidos y todas las solicitudes de patente extranjeras
correspondientes, todas las divisionales, continuaciones, continuacién parcial, reemisiones, reexaminaciones y
cualquier solicitud de Estados Unidos adicional, que reivindique la prioridad para la mencionada solicitud de
Estados Unidos, y todos los Titulos de Patente o derechos comparables que se emitan a partir de esta en los
Estados Unidos y en todos los paises extranjeros, junto con el(los) derecho(s) de prioridad bajo la Convencion
Internacional para la Proteccion de la Propiedad Industrial, Convencion Interamericana con Relacion a Patentes,
Disefios y Modelos Industriales, y cualquier acuerdo internacional para el cual los Estados Unidos haga parte, y
el(los) CEDENTE(S) por la presente autoriza y solicita al Comisionado de Patentes y Marcas de los Estados
Unidos y todas las Oficinas de Patentes extranjeras a emitir todos los Titulos de Patentes o derechos
comparables que se emitan sobre cualquier solicitud como se mencioné anteriormente al CESIONARIQ, o sus
sucesores, representantes legales y a quienes para tal efecto designe;

EL(LOS) CEDENTE(S), acuerda que el(los) CEDENTE(S) tiene pleno derecho para comunicar la
totalidad del interés aqui cedido y que el(los) CEDENTE(S) no ha ejecutado y no ejecutara, ningin acuerdo en
conflicto con el presente:

EL(LOS) CEDENTE(S) acuerda comunicar al CESIONARIO o0 a sus sucesores, representantes legales
y a quienes para tal efecto designe, cualquiera y todos los hechos conocidos por ellos o por cualquiera de ellos
respecto a dicha invencion y sin remuneracion adicional para testificar en cualquier proceso legal, firmar todos los
papeles legales, ejecutar todas las solicitudes de divisional, continuacion, continuacion parcial, reemision y
reexaminacion, hacer todos los juramentos correctos y en general, hacer todos los actos legales para ayudar al
CESIONARIO o sus sucesores, representantes legales y a quienes para tal efecto designe, para obtener y hacer
valer a proteccion de patente apropiada para dicha invencion en todos los paises y para mejorar o perfeccionar
el derecho del CESIONARIO en y para la invencién y derechos de patente de la misma.

EL(LOS) CEDENTE(S) por la presente autoriza a los abogados del CESIONARIO a ingresar en este

documento cualquier numero de serie aplicable y fechas de presentacion después de Ia ejecucion por parte
del(los) CEDENTE(S) de este documento.

Esta Cesion es efectiva desde: Febrero 25, 2010
(fecha de presentacion)

(Hoja 1 de 2)
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Expediente de abogado No. 9029-00-0C
EN TESTIMONIO DE LA CUAL, he puesto mi firma y sello el 14 de__marzo de 2012,

NATIONAL INSTITUTE FOR INTERDISCIPLINARY
SCIENCE & TECHNOLOGY

Por: (firma)
‘Nombre: V. G. Mohanan Nair
Cargo:

Estado de Kerala

El__14 de _marzo__ de 2012, ante mi, un Notario Piblico en y para el Estado y Condado antes

mencionados, comparecio personalmente el arriba firmante, a mi saber la persona de ese nombre, quien ejecutd
el instrumento anterior en mi presencia.

(firma)
NOTARIO PUBLICO

Hay un sello que dice:
RENJITH C. NAIR

Abogado y Notario Publico
R&R Law Chambers

West of District Court
Wanchiyoor, Trivandrum - 35

Notario
Gobierno de India

(Hoja 2 de 2)
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SUPERINTENDENC!A DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/

i/*f"jx
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA No. 12 - 0040299

Bogota D.C., Abril 24 de 2012 - 16:53:25

RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A.

N! 860.047.372

TIPO PAGQO

*** Soporte del Pago ***

CUENTA No. PAGQO FECHA PAGO VR.PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 445891644 ‘ 24/04/2012

43.222.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT._ RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO V. CONCEPTO
1 50005-01-09 IC')\‘TDRUOS%_%:;\FI{_VICIOS DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 300.000.00 300.000.00
$300.000.00

SON: **TRESCIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

. Abril 24 de 2012 - 16:53:38

NCIA DE pusTRIAY ‘

SUPtR\NYLN E“‘\f\%‘\\ y .

\\\\%\\X\\ﬁ\E\Eﬁ%\%ﬂ}0_Q e %2&%\5&%%@%?

\%?gh?T\iOPPRé:éEXﬁE\ON = €\éo\\ou- 5¢
Act & =

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: {571} 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/ -

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0079230

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Agosto 01 de 2012 - 15:57:26

RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A.

NI 860.047.372

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCQO CUENTA No. PAGO

FEECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 452410136

- 01/08/2012 8.850.000.00

*kk

*** Conceptos Pagados

CANT __RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO  Vr CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1&%'\%'51%%% SOL. DE PATENTE DE 590.000.00 590.000.00
$590.000.00

SON: **QUINIENTOS NOVENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Recibo e Caja Ap#cado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

(AL
No. 12-153851- -00000-0000
Fecha: 2012-09-07 16:32:10  Dep. 2020 DIR NUEVASCR

L

Tra. 11 PATENTEIYI

Act. 411 PRESENTACION Foiios: 59

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

. Agosto 1 de 2012 - 15:57:27

B

Eve: 379 FASENACIONALH

59



Industria y Comercio No. 12 159951 ~00000-0000

SUPERTNTENDENC!A - - ASCR
Fecha: 2012-09-07 16:32:10  Dep. 2020 DIR.NUEV
Tr:. 11 PATENTEIYI Eve: 379 FASENACIONALII
A Act. 411 PRESENTAGION Folios: 59
PATENTE DE INVENCION [ ] MODELG . N —"

DDDDD

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcidn de la invencidn

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento) _

Completa - D ' : Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

-

QR

303
EIE

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa [:] Incompleta D

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

HRNERE

Indicacion que se solicita Disefio indusfrial

Datos de identificacion del solicitants o de la persona que presehta la solicitud

Representacion gréfica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio : '

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D © Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO [ _] " (Art. 92 Decision 486/00)

000

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de-identificacidn del solicitante o de la persbna que presenta la solicitud-
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D - lncompleta [:]
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