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“Composition Thermorésistante pour animaux comprenant un
mélange enzymatique

La présente invention concsms une composition saus forme de
poudre comprenant un mélangs d'encymes.

Les encymas sont ufilisdss  depuis  longtemps  dans diverses
applicationz industriehes, &t notamment @n nulrition animale. Dans ce cas, les
enzymes améliorant 1a digsstibilitd dez sources vagétales et donc permettent
auy animaus dElevage de digarer leurs aliments plus efficacemant.

Les enzymes sont proddites par une graru‘lé variété dorganismes
plantes, animauy, & surfout microorganismes, S'esl-a-dire tout organisme
mona ou plurisellulaire, &n particulisr choisi parmi les bactéries, 18 levures ot
les champignons.

La dsmande de bravel EP1007T742 déorit notamment un mélange
d'enzymas ablenues a parlic de Panizillium funiculosum, mis en forme soU3
forme liquids ou sous forme de poudrs st desting & lalimentation animals.

Les encymes sont ajoutéss aux aliments zous fonme liquide par
pulvérisation ou allzs sont incorporéss dans lzs aliments en malangzuzs LS
les aliments sonl granulés dans une presse. Une partie importante des
aliments pour animaw: subizzent un draitament tharmique pour des raisons
d'hygiene (qualité micrabiclogiqus) ou de fadcilitd de conscromation par les
animauy (présentation sous forme de mistts ou en granulg). Cas traitement
thermiqusa reposent sur utilization de vapeur & températurs plus ou moins
Sevie ol azsociée évenluellement & une agalomération (presse & granular).

Il g’avare neanmoins que hes enzymes sont des protéings gui 3ont
par nalure sensibles 4 la température. On constate une perte dactivits
enzymaticque larsque ds3s hautes températures sont utilisses.

Un objst dz 12 présente invention szt de propassr uns compo:ition
sous farmes de powdre compeerant un mélangs  encymatique qui 300t

thermorssistante.
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Description de l'invention

La présente  invention  concerns une Gomposition
thermorasistants pour animaus scus forme ds poudre granulzuss comprenant :
) un mélangs sous forme liquids d'au mains deus enzymes,

n

b) un support chaisi danz le groupe consistant en la farine de blé,
lamidon, l& gypsum, la maltedzstring 2t les raflzs de mais, <t
c) un enrobant choisi dans 1z groupe consistant en la cellulose et
s2s dérivés, la chitine, la carraghéning, lalginate de soadium, |23 gomimes
10 végélales, les gommas obfenues par fermentalion et les amidons &t dérivas,

Salon un mode de réalisation, le mélangs sous forme liquids d'au
moins dsu< enzymes &st abtznu a partir de 13 fermentation d'un zeul
microorganisine. Salon un autrs mads de réalisation le mélange sous forms

5 liquide d'au moina dzus enzymes est obtenu a parir e la fermentation de deus
microorganismes différents. Avantageusement 12 mélange sous forme liguide
dau moins deuy 2nzymes @st un medt de fermentation filtré et c:unr@ntré

oblenu a parlir d'au mains un mMicroorganisme,

20 Salon un autre mode de réalisation 1a composition comprend :
a)de 15 2 80 % an poids dudit mélange d'au moins deus enzymes,
b) de 25 & 60 % =n paids dudit suppar,

c) ds 25 a 60 % en poids dudit enrsbant.
25 Belon un mode de réalisalion, les au moins deus enzymes sont choisias dans

le groupe conzistant @n oune wylanaze, una f-glucanase, une cellulase, une
pectinase, une phytase & ung protéase, Avantageusament, les au moinz deu
enzymss sant choizies dans le groupe consistant 2n 13 phyvtase, 'endo-1,4-B-
xylanase, l'a-arabinoiuranosidase, la p-aylosidase, la feruloyl estérase, l'ando-
30 1,5 a-arabinanase, lendo-13(3)-F-glucanase, la laminarinasze, l'erdo-1,4-R-
glucanaze, la cellobiohydrolase, 13 R-glucosidase, |a polygalactircnase, 1a
pecting &3 téne%, Iz rhamnogalacturonase, Iaspartic protéase, la mi&tatto

protéase, l'endo-1,4-f-mannanage, la f-mannosidase e '-galactosidasa,

(7]

Salon un moade de réalisation de linvertion, e microorganisime st Fenicillium
funicubzoum dEposé & UIME (Intermational Mycabagical Institute, Babeaham Lane,
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Englafizld Green, Egham, Surrey, TWZ0 0T, UK) le 24 mars 1398 sous le
numéars IMIE 378556,

Selon un mode de réalisation J= linvention,  'enrobant est la
carbwsyméthylzeliuloss ou Fathyloellulose.

Selon un mode de réalisation de linvention, la compaosition ast susceptible
d'atre obtenue par 1 procéds compranant les &apes suivantes

a) coséchage des composss suivants

- un support choisi dans 1= groups onsistant @n la farine ds bls,
I'amidon, k2 gypsum, ka maltedestrine et l2s raflss de mais, &t

- un mékange sous formes liquide d'au moins deus @nzymes,

de facon 4 obtenir une bases intarmadiaire,

b) granulation par imprégnation de la base interméadiair: aved un
enrobant choisi dans le groups consistant en la celiulose ot cas dérivés, 1a
chiting, 13 carraghéning, lalginate de sadium, 12z gommas végétales, 123
gommes oblanuas par farméntation & les amidons et dérivés,

c) enrobage de la base intermédiaire impréanés aves un enrcbant
choisi dans |z groups consistant en la cellulese &l ses dérivés, |a chiting, la
carraghéning, lalginatz de sodium, les gommes végstales, les gommes
obtenuss par fermentation et les amidons st dérivés, &

d) séchage.

La présents invention concerna égalemant un addilil nubritionnel pour animau:
sous forme de poudrs somprenant

a) un malangs sous forme liquida d'au moins deus enzymes,

L) un support chaoist dans le groups conzistant an la farine de bla,
famidon, |z gypsum, la malioda-trine & les ralles de mais, &t

2) un enrobant cheisi dans 12 groupe consistant en 1z csliuloze at
ses dérives, 1a chiting, la carraghéning, lalginate de sodiun, les gommes

!f)

vigitales, lzs gommes oblsnues par farmentation et bz amidons t Jdérivés,

La présents invention concems aussi un aliment pour animane caractérisd en
o qu'il comprand une base nutritionnalle pour animan: &t un additif nutritiorinel
selon la revendication 10.



WO 2009/019335 PCT/FR2008/000872

e

W

4

Enfin, la présentz invention concerne lulilisation d'un enrcbant choisi dans e
araupe consistant en la cellulase ef sz ddrivés, 1a chiting, 13 caraghsnine,
lalginate de zodiumn, lez gomme: végétales, les gommes oblenues par
fermentation et les amidons et dérivas pour préparer un additif nutritionnel pour
animau: compranant un mélangs d'au moing deus enzymes oblenuss & partir
de la fermentation d'un seul microarganisme. Avantageuzement, 'snrobant est

Cormposition
La  prasente  invenlion concerne  donc  une  composition
thermorésistante pour animaus sous forms de poudre granuleuse,
Par "compasaition thermorésgistants”, an entend une compaosition qui
ala chalsur. Une des proprigtés importantes de la compasitian selon 1a

t‘lt

régist

lu

présents invention esl d'3lre résistantz & la chaleur. En efet, 1a cormposition
selon la présents invention va subir un traitemeant thermioue desting d'une part
a obtenir unz qualité microbiclogique &l Jaulre part & melire en forme la

aveurs &t

i

composition  afin $'%re plus facililement  utilisablz  par les
consommable par les animaus. On parle de procédé de pellztisation. La
pelletisation &at une agglomération d'aliments 35 forme die petits granulés, Ces

x7]

granulés ne sonl pas friables, 2 la différence des agglomérats, Aprs
pellatisation, on obtient dzs pellets, Les pellets sont des granulés de taille de
1,5 a € min de diametre st de 1,5 3 9 aiode longusur. Pour 1a pellitisation, on
utilise par evempls des presses 3 granuler dont |z fonctionnemant st basé sur
lutilization de vapewr & lempérature pluz ou moing éevée. Par-a-empls, 1a
COMPoSItion résiste 4 une tempdrature supéricure 5 30°C, 3670 ou 9070,

Par "poudre granuleuse”, on entend une poudre qui présente une

certaine granulométrie.
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Selan la présents inveantion, 125 evigencss granulométriques de 19

i

compasition obtenue sont les suivanles :

Taille des particules Pourcentage dans le mélange
Supérieur 2 500 um <au=3a1%

Entre 400 et 160 pm > ol = a 0%, de praférence < ou = a 50%
Inférizur & 200 um <ou=a159%, de préférence > ou=a 12%
Inféricur & 100 pm <ol = 4 10%, de préférence < ou = 4 5%

De maniére avantageuss, le diamétre médian des particules Ju
produit se situs entre 150 <t 400 pm. Par "diamatre madian”, on entend la taille
des particulzs du produit 3 laquells 50 % de 'échantilon a une taills inférisura
et 50 % de P'échantillon a une taills inférizurs,

La composition de la présents invention est destinds aur animaus.
Autremznt dit, la composition selon [a présents invention est adaptée 2
Futilisation en nutrition animale.

Par "animal’, on entend plus parti-:uliénarnent kzs animad

Vir
W

d'¢levage et notarmment lez animaus de pacage (notamment b2z bovins &havd;
pour 1z viandes, 12 lait, b fromage st e cuir ;) l2s avins élavés pour 1a viande, |a
laine &t Iz fromage ; les capring ; les porcing), 125 laping, = volailles (bes
poulets, les poules, les dindss, les canards, les oiss sl autres), les animaus
aquatiquas (par cxempls 188 poissons, les crevettes, les huitres ot 1es moules),

les animaus: de laisir &t de compagnie (notamment le cheval, le chisn, 1= chat ).
Les bovins, ou bovinds, conztituent une sous-famille des bovidés, mamimiféres

rominants  polygastriquas, qui comprend  plusisurs  ezpéces  importantss
d'animaux d'elevage (races laitidres, races a viands &t races mivtes),
On entend par "composition adapiée a lulilisation en la nutrition

animale”, une composition dont l6s caractéristiques sont tzlles quelle convient
pour la nutrition animale. Les caractéristiques essenticllas a une udtilisation &n
nutrition amimale sont notammsnt le pHo et la  tempdrature auequels 1a
composition comprenanl ks mélangs d'sncymes est active. En affet, le pH du

systdme digestif des animaus &3t acide et il est donc =33enticl que les

enzyrmes reste active A ce pH, cs afin de conserver leurs activités,
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Selon un mode de réalisation de la présente  invention, la

compaosition conserve les activités enzymatique: attenduss & un pH acide, par

example inférieur 8 7, de préférence inférieur 4 5.

La présente  invention  concerns  donc une c:omp«:;sitic-n
thermorésistante pour animaus: sous forme de poudrs granulzuse comprenant ;

a) un métangs sous fomrmne liquid: d'au mains dews enzymes,

b) un support choizi dans 8 groupe consistant &n 1 farine Je kg,
l'amidon, 1= gypsum, la maltode-tring et |23 rafles de mais, ot

¢) un enrabant choisi dans le groupe conziztant 2n la cellulose &t
g3 dérivés, la chitine, la carraghéning, lalginate de sodium, les gommes

végétalas, les gommes abtenus: par fermentation &t les amidons at dérivés.

plantes, animauy, &t surtout microcrganismes. Par “micrcorganisms”, on
antznd tout oranisme mono ou plurcellulaineg, en particalicr choisi parmi les

il
12

et |23 champignons. Ds manidre avartageuss, les
levures zont choisies parmi par swemple FPichia paslorie, Saccharamyces
celevizae,  Yarrowia  lipolytica et Schwannicmyces  ccoidentaliz. Les
champignons sont par evempls chaoisis parmi lzs Aspergillus, lzs Trichoderma
et les  Penicilliums, préférentizllement parmi Penicillium  funiculozum,
Trichoderma  reczel, Aspergilluc niger,  Azpergillus  awamor,  Aspergillus
kawachii &t Trichoderma Koningii.

Salon un mode de réalisation, le mélangs sous forme liquids d'au
moins dews enzymses st obtenu & parir de & fermentation Jd'un seul
ricroorganizme. Avantageusemeant Is mélangs sous forms liquide Jd'au moins
dew enzymes est un moli de fermentation filird 2l concentré oblenu 4 partir
d'un seul microorganisme.

Selon un autr: mode de réalisation de la présente invention, le
microorganiemes utilizé provient d'une souche de microorgansime 5 I'4tat isalée
non modifies géndtiquemant produisant au moins deus activitds enzymatiques.
Alternativement, il peat s'agic dun organisme hdte transformé aves un
polynucigotide, une cassette d'evpression ethau un vecteur.

Dans un mode de realisation de linvention, e microrganisme =t
une souche de Fenicillium funiculasum dans taquellz on 2<prims ou 3sur-

exprime une snzyme. Dans un autre mode de réalisation, l'organisme hite ast

une souche de Deharyomyces cactellii Jans laquslls on s<prime ol sur-
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eXprime une enzyme. Dans un autre mode encore de réalisation, Forganisme
héte ast une souche de Ruminacoccus gnanvus dans [acquedle on eprims o

SUr-2=prima une enzyme,

Selon un mods de réalisation de Vinvention, ls mic roordanisme st
Fenicillium  funiculasurn déposs 4 MIME (Intemational Mycalogizal Institute,
Babzham Lane, Englafizld Graen, Egham, Surrey, TWZO 9T, UF) = 24 mars
1998 sous ke numérs IMI 373536,

Selon un autre mode de réalisation, la composition comprend de
15 a 50 % an poids dudit mélangs  Jd'au mcing deus ENIYInes,
praféranticllement dz 2003 40% en poids.

Salon un autr: mods de réalisation de 1a présents invention, |a
composition thermorésistants pour animaus souz forme de poudre granulzuse
comprsnd un mélangs sous forme liguide d au mains trois ENIYyMes, quatre
&nzymas, huit enzymes ou div encymes.

Seloh un mode de réalisation, 153 au meins deus SNIYMes sont
choisies dans le groupe consistant en une wylanase, une [-glucanase, une
cellulase, une pectinase, une phytase st une proléase. Avantageusemsnt, les
AU moing deu enzymes 2ont choizizs dans le groupe consistard en la phytass,
Frenda-1,4-f-wvlanase, INearabinofuranozidase, la P-sylosidase, |a feruloyl
ectdrase, l'endo-1.5 a-arabinanase, Mendo-1,3(D-F-glucanase, 1a laminarinas:,
Fendo-1,4-f-glucanase,  la cellobiohydrolase,  la P-glucosidase, la
polydalacturonase, la pecting sstérase, la rhamnogalacturcnase, 'aspartic
protéase, la métalle protéase, 'endo-1,4-P-mannanase, |3 Pernannosidas: et
l'a-galactosidase.

La présents composition comprend également un support. Le
support @3t choisi dans le groupe consistant &n la farine de blé, lamidon, le
gypeurn, la maltods-ting &t les rafles de maiz Le supporl est présent Jans la
COMPosition & une tenzur comprise entre 25 2l 60 % en poids de la
composition thermaoréeistants sous forme ds poudre granulsuse.

La présente compasition comprend enfin un enrobant. L'enrobant
est chaisi dans le groupe consistant &n la cellulose et ses dérivés, la chitine, la
carraghéning, lalginats de zodium, les gommes végétalzs, les gommes
ohtenuss par farmentalion &b les amidons et dérivés. Les gommes végétales
sont des exnsudats de plantes qui e solidifient par dessiccation. A titee indicatif

dzs gommes pouvant &lre ulilisées danz la prézente invention, on peut citer las
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gommes suivantzs o ogomme: arabigue, gomme Karaya, gomme adragante,
gomms guar, gonmme xanthane.

Par "amidonz et dérivés®, on entend tout polysaccharide formé de
lFassociation de deus polyméres | 'amylose et 'amylopectine. Selon la présents
invention, lamidon peut s& trouver sous forme de poudre oo 30us forme
d'empois. A litre indicatil, il peul s'agir d'amidon nalil de blé, d'arnidon natif da
mais, damidon natif de iz ow de faouds de pomime Az terre, I peut &galerment
s'agir des mémas amidaons traités physiquement, par exempls prégélatinisés.

Selon un mode de réalisation de Vinvention, I'snrobant &st |a
carboxyméthylezllulose ou I'éthylceliulose.

chmubant stprasent dans ta compeosition thermardsizstants sous
forme de poudre granuleuse 4 une tensur cornprise entre 25 et 60 % en poids,
dz préférence antre 30 <t 55% en poids.

Selon un autre objet de la présente invention, la composition ast
susceptibls d'&tre cbtenue par le procddsd comprenant 123 Stapes suivantes .

2) coséchage des composes suivants :

- un support choisi dans e groupe conzistant @n la farine de blg,
Famiden, le gypzum, la maltodestrins et las rafles de mais, &t

- un mglangs sous forme liquids 3'an meins deus enzymes,

de fagon & obtenir une bazs intarmadiaire,

b) granulation par imprégnation de la base inlermédiaire avec un
enrabant choisi dans |z groupe consistant en la cellulose ot ses dénivés, la
chiting, la carraghéning, l'alginala dz sodium, les gommes végétales, les
gommas obdenues par fermentation ef l&3 amidons et dérivés,

c) enrobage ds la baze intsrmédiaire imprégnés aves un enrobant
chaisi dans le groups consistant en la cellulose &t zes dérivés, la chiting, 1a
carraghéninz, falginale de sodium, 133 gommes  vagétales, les gormmes

obtenues par fermentation & les amidons &t dérivés, at
d) sechage.

L'enrobant, identique ou différent, st utilisé au cours de deus
dlapes successives du procédé. Ceci conduit & une poudre présentant un
aspaat nouveau, dans laquells Pennobant s trouve 3 la fois & llintérieur &t 2

lextéricur de la poudre granulzuse, Ceci conférs & la poudre dez proprigtés
avantageuses.

La composition sous forme de pouadre présents une  bonne
coulabilité, Un esempls de protocole de mesurs permettant d'évaluer 12

/4
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coulabilitd d= 1a poudre ast la détermination des Fangles de talus, Cette méthodz

repose sur la détarminalion de langle 4 la base du cdne d'éboulemant obtznu
en faisant passer Mchantilon & travers un entonnoir spécial plase 2 une
hauteur conventionnelle, au-dassus Jd'une plaque parfaitemernt plans &t
horizontale, Cette méthode nécessite lapparsillage suivant @ verrsrie 2t
matériel de lzboratoire, entonnoir @n acisr inovwydable, dont la hase a un
diamétre () intéricur de 6 mim (Fentonneir 85 fizant sur k2 support), plagqus 2n
acier inoyvydable gravée de 4 droites formant entre ellzs un angle de 45° &t
passant & laplorib du centre de Pantonnoir, support en acisr inowydabls fies a
la plague. La méthode eonsists & ajustzr 12 hauteur (H) entre la plagque &t la
base de Pentonnoir % 40 mm, véifisr Faplomb de centre de Pentz nnoir aves le
point de croizement des droites gravées, verser la poudra dans lentannair,
arréter Palirentation quand e sommet du cine touchs [ hase ds Pantonnair,
fracer sur chague ligne gravée, un trait & la base du céne de silice farma,
gliminar 1a silice et mesursr la distancs séparant deus traits Funs méme ligna
pour chacune d'elles.

L'angle du Talus d'ébaulement aeprimé en dagrés est donnéd par la formulks

o = Arctg

dans laquelle :

H : la hauleur du séne en mm (H = 40)

d : diamétre intétisur de la base de ertonnair 2n rmm (3 = 6 mm)

D mayenne arithimétiques des 4 mesurss en mm

a o angle de Talus en degré.
Selan la présente invanlion, la composition sous forme de poudra présents un
angls de repos compris antre 20° & 50°, de préférancs sntre 20° ot 45°,

Un autre evemple de protocole de mesurs permettant d'dvalusr |a
coulabilitd de fa poudre @3t 1a mesure de la compressibilité, selon la formulz

suivante

Compreasibilitd = %(densité tassés — danzilé non tassée)

densité tassée

Selon la présente invention, 1a compozition soug formes de poudrs presents un

inde de compressibilité compriz entre 0 20 40%, de préférence entre O ¢t 20%.

/s
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Les compositions sous forme de poudrs de la présentz inverntion
peuvent en outre comprandre un principe actif diffsrent du mélange d'anzymes

ol plusiewrs prinr:'pr'-.s antifs.

activitd  phys |--v|-,»g|th- etal::he czhe: I::mnnal. Entrent notamment dans Ia

"'l@g«:rlc de principe actif selon finvention les complémentz alimentaires. Les
compléments alimantaires pour animaus sont des produits destinés a &tra
ingérés, an complément de 'alimentalion couranle, afin de pallisr linsuffisance
des apporta journaliers en cartaing composis. Il est par ecemple connu, de
maniére générale, da mmpILani(r lez rations alimenlaires des animaus
d'élevage avea des principes actifs, de manidre 3 augmenter 1a performance
zootechnique das animau- élevés. It paul nolamment s'agir da vitamines, de
szls  mingraus,  dacides  aminds,  Jdodigo-éléments,  d'hormonss ou
d'antibiotiques.

Procadé de préparation de la composilion sous forme de poudre granuleuse

Le procede ds |;|«—r-ar1tlun de la composition  susmenticnnés
comprand l2s stapes suivantas

a) coséchage des composés suivants

au moins un support choisi dans le groupe consistant en 1a farine

de blé, Famidan, 1z gypsum, la malioda-trine &t les rallzs de mais, et

- au moins un mange zous forme liquides dau moins dao
enzymes oblenues a partir d'un seul microorganiame

moyennant quai on ablient ung baze intermédiaire,

b) granulation par imprégnation de la hage intermédiaing aved un
enrcbant choisi danz le groupe conzistant en la celluloze &t 3e3 -:Iérivés., (2

‘._J
e
—
iy
i)
)
)
Dl

chiting, la carraghénineg, lalginale de sodium, les gommes vég
gomimes ahtenuss par fermentation &t les amidons &t dérivés,

c) entobage de la base irtsrmédiaire imprégnés aves un enrabant
choisi dans bs groupe aonsistant en la cellilose et 2es Jérivés, |a chiting, 1a
carraghénine, lalginate de sodium, les gommes végélales, 12z gammes
ahtenuss par fermentation et les amidons et dérives, &t

d) séchage.

La premidre éapa du procédé consiste donc en un coséchage du
mélange anzymatiqus qui s trouve sous forms liguide aves l= support sehon

AN
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linvention. Cette Ataps peut étre réalisée &n continu, sur une tour de séchagse
par atomisation. Le coséchage se déroule a une tempéralure non dearadants.
La poudre doit &tre maintenus & une températurs inféricure a 45°0C. Catte
&ape conduit 3 ce qu'une parlis importante du mélange enzymatique sous

5 formes liquids soit retenue zur b support. O obtiznt une poudrs micragranulés
dez dimension comprize entre 50 ot Z250pm. Lhumidité de la poudre est
inférieure a 20%.

La dauxigme éape du procédé consisle en une granulation par
imprégnation de la base intermédiaire avec un snrbant chaisi dans & groupe
10 consistant en la celluloze ot a3 dérivés, 1a chiting, las gommes végetales, les

gommes obtenues par fermentation st les amidons et dérivés. |l s'agit sn
fespace d'une granulation humide qm consisle a affectuer dans un mélangeur,
égalernent appelé granuateur, &quipd d'un systéme daddition de liquide, une
densification des paricules associée a une granulation pour donner 13

(%]

rohésion aus particules. Catte &tape peut Stre réalisse &n continu Su @n
discontinu.

La troisieéms étaps du procédé consiste & déposer un film suffisant
d'un anrobant choisi dans le groupa congistant en la celluloses &t sas dérivas, 1a
chiting, les Jormmes végétalas, 1ss goemmes obtenues par fermeantation &t les
20  amidons el dérivés. Cet enrobant peut s le méme qus celui utilise lors da2
Pétape de granulation ou il peut Ere différent. Cathe dtape peut &lrs réalisée an
en continu ou en discontinu, par example surtun sécheur & lit fluidisé. La
quantits d'arrcabant dépend de la granulométrie finale du produit souhaitée.

La quatriéme é&tape consiste a séchar e praduit final. e sechage

wh

peut &tre réalisé an confinu sur un il fluidisé ou en balch, ds rnaniers a o2 que
la tenzur &n 2au du produit soit inférizure 3 10%, préférenticlament 2 2%.

Il est possible d'ajoutar une élape intermédiaire entre |2 deuisme
2l la teoisidme $ape. Cetle dtaps consiste A sécher la poudrs aranulze de
maniére contirue ou de maniérs discontinue.

30 Il st dgalzment possible dajouter une étape de tamizags antre 12

deuxieme & la froisidme &lape ou aprds I'dlaps optionnellz dz séchage de (a

poudre granulée.

Procédé de pellatisation

2

s Selon la présents invention, le procédé de pellstization comprand
les &tapes suivantes
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a) on alimente d'une parl la composilion thermarésistants zous
forme de poudre granuleass @t d'aatrs part ka base nutritionnelle dans un
alimentateur,

b) on chauffe b2 mélangs & une température comprise entre 60 2t
100°C, da préférence entre 70°0C &t 90°C,

o) on pellstise fadite composition dans uns presss a granuler, st

d) lzs pellets obtenus sont coupés a la longueur désirée,

&) an procade au sdchags o refroidissernent des pellsts abtenus a
I'étape d).

Additif nutriticnnel pour animaux
La présents invention concens: Sgalement un additif nutriticrnnel

sous forme de poudre comprenant :

a) un mélange sous forms liquide d'au moins deux enzyms2s,

b) ur support choisi Jans le groupe consistant en la farine de bhs,
Famidon, le gypsum, la maltedstrine ot 1es raftes de mals, <t

c) un enrobant choisi dans ls groups consistant an la cellulose &t
ses dérvés, la chiting, la carraghéning, I'algirrate de sodium, les gommes
végétales, las gommess ablenues par fermeantation et les amidons et dérivés.

Aliment pour animaux
La présents inveniion concerne  &galsment un aliment pour

anmimaus caractérisd an ce qu'il comprend ung base nutriticnnelle pour animaus
et un additif nutritionnel tel que ci-dessus défini.

La hase nutritionnels comprend par xempls un mélanges de blé,
du toursau de zoja, des graings de soja edrudéas, de huile de palme, du
carbonate de calcium, du phosphate bicalcigque, du sel, un prémi: contenant de

la méthionine.

Utilisation
Un objet de la présente invention concems Agalemant Futilisation

de la carboxyméthylcallulose pour préparer un additif nutritionnel pour animat:
comprenant un mélangs d'au moins deuy enzymes obtenuss 3 partir 35 13
fermentation J'un ssul microorganisme.

Un ztre objet de la présante invention est Pdtilisation de [a
carboryméthyleeliulose pour préparsr un additil nutritionnel pour animaue

/8
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desting: & améliarsr les performances de croissance das animaus, par
example amvéliorer lindice de consommation.

Description des figures

La figure 1 représente s granulométrizs rezpectives dune poudre de lant
antéricur et d'une poudrs selon la prézents invention; en abacisswss, s diamatre
&n Pm; en ordonnéss, e pourcentage dans le produit.

Exemple 1

-

Une conposition sslon linvention a &té prépards sslon s procédé de la
présenta invention. Elle 3e présentz sous forme de poudre &t contient 55% de
carbosyiméthylceliuloss, 25% de faring de blé et 20% de modat de fermentation
filtré concentrd obtenu & parir ds la fermentation de Penicillivrn funiculosum
IMI 273556 qui contient 19 activités enzymatiquss.

—_—
)
[w]
o
N
Do)
=
ja¥)
<
O

PN aTa 173

475 kg/h de salution enzymatique a 25,7% MS (matiére s2che) sont pulvérizés
4 165 bars el oozdchds en continu sur farine & raison de 112 Lg/h 4 basze

lempérature. La.répartiion dans Pedlrail 2ec est donc la suivante ! 55%

snzyme pur et 45 % du cupport, en fespios de la farine,
- 14R°C  tampirature air entrée
- 49 °C : lempéralure air sartie

_40°C: terapérature air Ju lit statique

- 36 °C s tempéralure air du vibro fluidiseur (premisre section)

- 27 °C o température air du vibea fluidissur (deusidme section)

La poudre micro granulés obtenus 3 ¢ slade présents un caraclére de poudra
sans fines inférisur % 63 pm, o qui en fait un produit apte 208tee manipulé dans
une deuxiéme phase.

La granulométrie moysnne en D(v, 0,5) 531 117 microns & I'humidité de 7,5%.
Le produit obteng en fin de cette pramisre dape ast appeld base intarmédiaire.
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2. Granulation par imprégnation

Ellz est faits dans un malangeur de la fagon suivarte :

- 30 secondes de mélange préalable des ingrédients, cest-a-dire de 0,77 kg
d'strait sec de CMC par kg d'estrait sec ds base intsrmediairs,

- 120 z3zcondes daddilion d'eau a raison de 0,12 g d'2au par bg dexdrait sec
et base intermédiaire, sous agitation,

- 120 secondes de mélange terminal.

Lobjectif de cette étape ezt dobtenir des particulss de l'ordre de 150 5
200 pm en mayenne, avec une humiditd de 14%, tout &@n maintenant e produit

d moins de A5°C Afin ds ne pas détériorsr lzs activités snzymes.

3. Séchage intermédiaire sur lit fluidisé

On z&che s produit sur 2écheur 3 it fluidisé 3 une température de 55°C &n
entrés &t une température de 25°C an zortie, afin de ne pas détériorer les
aclivitds snzymes. La base inlermédiaire svant enrobage est alors 2 7 ou 8%

d'humidité.

4. Enrobage

On pulvérize enfre 7 el 7,58% duns solution de CMC Jde basse vizcosité
réchauffée avant pulvérization & une tampérature variant entrs 60 et 70°C.

La quantité d= solution déposés est ds 0,25 by d'estrait sec de CMC par kg
d'extrait sec de produit & enrober,

La poudrs obtenue & o stade a une granulométrie moyzans de 200 4 400 gm
et une humidité de 10 a 11%.

Le produit final est alors sécher 2n continu sur un lit fAuidisé ou en batch, Fabjet

préférenticll=ment a inférisurs 5%.
Le produit final obtanu a une eneur en eau de 7,6% st uns densité de 450 9/l

5. Mesure de granulométrie

La granuloméiria a &é mesurée respectivement pour 1e3  comipositions
suivantes :
La premidre composition est le produit ROVABIO™ EXCEL AP qui s& présents

sous forme de poudre.

20
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La seconda composition a éé préparée selon le procédé décrnit ci-dessuz, |l
s'agit dons Jdune  compasition selon Finvention qui contisnt . 85% da
carborylméthylcelulose, 25% de faring de blé &t 20% de modl de fermentation
filtré concentré obtenu & partir de la fermentation de Penicillium funiculazum
IMI 373536,

La granwloméatrie des compositions esl reprise dans |s tableau ci-dessous

Taille des % dans le produit % dans le produit de la
particules ROVABIO™ EXCEL AP 2" composition
> 800 yim N% 0,5%
< a /00um et 0,1% 3.2%
> 630 pm
<A GIOPmM &t 0,4% 11,4%
> 500 pm ,
< 3 500um &t ,9% 19,7%
> 400um ,
< 3 300um =t 2% 24,9%
> 315 uym
<3 315um &t 14,3% 29,2%
> 200 pm
< £ 200pm =t 15,1% 6,4%
> 160 '
< A 160pm &t A0,6% 4,2%

> 100 pm
< 100 um 26,5% 0,4%
Diamélre meédian 135um © 350 )1m

indice de 0.5 0.4

dispersion

On constate que la granuloniétrie de la deusigme composition prézents
Favartags de compaorsr une quantitd de petilss particules inférisurs 3 calle Ju
produit POVABIO™ EXCEL AP (composition sous forme de poudre
granulzuse da Parl antérieur). Cetls faible quantité de pelites particules &vite
les problémes de perte de produits, de cross-contamination antre le systame
de preduction &l les produils eus-mémes, d'utilization de sysigmes ds filtration
&t de venlilation et d'eflats indésirablas sur la santé,

2/
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Voir figure 1.

6. Autres mesuras
La sompressibilité du peaduit ROVABIO™ EXCEL AP est de 22,1%, alors qua
la compressibilité de la seconds composition est de 3,4%.

Exemple 2

Obijectif

L'objectif @3t de tester a la granulaiion quatra préparations enZymatiques
ajoutéss dans une bhase dalimant volaills croissanis.

3 lempéraluras de traitemeant en sortie de conditionneur (20, S5 &t 80°C) sont
appliquéss pour chanue preparation anZymatiqua.

Matériels et Méthades
1. Aliment et enzymes

180 by d'alimant farine valaille croissance sont ulilisds cour réaliser 025 233ais.
Qualtrs compositions sous forme de poudre sont taslées. (‘hdqtm Compositions
répondant ou non aue critdres de la composition s2lon la présents invention est
appelé iterm d'ess

La premidre c-'-mp«:vsutuznn st e produit ROVARIG™ EXCEL AR qui s& présenta
sous forme de poudre et contisnt 19 activiths enzymatiques. Cs produit <2
composs de 20% de farine de blé =t de 20% de modt de fermentation filtrd
concentré abtenu & parlic e la fermentation de Penicilliun funiculazum IMI
7556 qui conltient 19 aclivités enzymatiques.

La seconde somposition a &t préparée selon bz pracédd décit & Feempla 1
Elle a6 présents sous fome de poudre de granulornétrie ci-dessus merntionnés
&t contient 56% de carbosyiméthyleeliulaze, 28% de faring ds ble ot 20% d2
moit de fermentation Tilleé concentré oblenu & partir de 1a fermentation de

Pc/:/ul//um funizuloson IME 278556 -:u..ui contient 19 activités en:vmatiq &3,

Elle 52 présents souz forme de puudn., e qunuh-mwln ci-desaus mentionnée

ol contient 35% de carboxyiméthylesliuloss, 45% de faring de blé &t 20% de
rcOt de fermantation filtrd concentrd obtznu & partic e la fermentation de
Fenicilliurn funiculosum IMI 372536 qui contient 19 activités anzymatiquas.

La quatrignis composition a été préparée selon le procédd décrit I'ewample 1.

22
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Elle 3 présents sous forme de poudre de granulométriz ci-dessus mentionnées
el contient 35% de carborylnsthylosliulage, 36% de farine de blé et 20% de
motl de fermentation filtrd concentré obtenu & partir dz 13 fermentation de
Fenicillium funizulocum IME 372536 qui contient 19 activitgs enzymatiques,

2. Mélanqes

Deus mélanges de 60 ky daliment volaillz aroissanse sont préparés 3 laide
dune mélangsuse i pales & ave horizontal tournant 2 60 tr/mn. La durds de
chague mélangs est de 7 minutss. Chagus ot mélangsd est vidangs dans un
bac reclangulaire avant sa miss en gacs. Un échantilon denviren 1 kg
reprézentatif Je chague mélange @5t prélevé par regroupemsant de 20
échantillans abtenus par quartags dane 1 bac rectangulairs,

Voir b2 tableau des mclangss ci-des2ous.

QOté de
préparation
enzymatiqu

e
INCOrporés

Qteé
d’aliment
blanc
incorparé

Compasition sous forms Jde
poudre

MELANGE
TYPE
D’ALIMENT

&t taux d'incorporation dans
M dans
chaque
chaque o
mélange

mélange

ROVABIO™ E-ZEL AP & R09/T 3g £ 092 kg
Composilion selon linvention - R
- - :,') +] ot .:l S:‘!:’:':t k(;l
Volaille (85% CMZ) a 80g/T
c CroiSsance Compasition selan linvention 30 993 K
' (35% CMC) a 50g/T < o
Composition selon linvention

w | >

[SW¥]
(8}
Dy
s
i

39993 kg

ho
fw]

D (35% CMC) A 50g/T

3. Granulation

Les e333iz de grandlation zont réalizés sur une presze ds laboratoire a filiera
plate (Prazes KAHL 14-175 de 3 FW),

Pour ur d'aliment farine poulst de chair croissance, la filiérs de presse choigie

pour lss sssaiz aura des canaus ds 4 mm de diamstre et de 24 mim

d'épaissaur (taus de comprassion: 6).
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4. Séchages — Refroidissement
Pour chagque essai de granulation, un sécheur refroidiszeur de labaratoire est
ulilisé pour sécher et refroidir les &chantilons de granulés chauds recusillis en
sortie de filigre,
5 Letemps de séchage refreidissement est au minimum ds 5 minutss pour une
by par refroidizssur,

:\

charges en granulés chauds denviron 2
Un &chantillon J'environ 500y représentalil de chaque fabrication est préleva.

. Mesurss el prélévemeants dastinés au contrle de la granulation

- @

10 Les mesures =t les prélévaments sont réalisés pendant le régime stabilisé 4= 1a
prazse (débit constant, Puissance Eleclrique Conzomimids el Temperatures
stables).

Las mesures I’ hurmnidités et de temps de 2éjour en Tilieére sont réalisées a partir

d’échantillons préleviés pendant 1a phazs stabilisée de chaque eszal.

—
(%

Les caraclérsalions et paramétres de conduite ds pressage sont relevés @
enregistrés pendant les @s3aqis.

A. Méthades analytiques

6.1 B-glucanase par ja méthods au DNS
20 L'eszai & base sur Ihydruly«w enzymatique de f-glucans de l'orge, un P-
1,3(4)-glucane. Les produits de 1a réaction sont déterminds par ¢ olorimétrie &n
mesurant laugmentation des groupes réducleurs 4 faide d'acide 3,5-
dinitrasalioylique (D13). La concentration &n susee rédu staun disp nikble aprés
hydrolyse znzymatique sl déterminge & Faide une courba de gluccss atalon
95 dont labaorbancs est mesurée 4 540 nm. L'activitd enzymalioue caloules @5t
ensuite exprimés en dquivalants glucose.
Une solution contenant 1 mil d'une solution de f-glucans de Fordre 2 1% (m/V)
dans un tampon acétate de sodium 0,1 M & pH 5,0 &t 1 ml d= zolution de
Fenzyme 2 la dilution appropride st incubée 2 S0°C pendant 10 minutes. La
réaclion en:ymahque est stoppés par ajout de 2 ml d'une solution de DMS
(1% (m/V) dacide 3, 5-dinitresalicylious, 1,6% (m/V) de HalH, 0% (m/V) de
tarlrate de potassium st sodium (+) dans de l'eau distiliee). La aolution est

(WA
<

hornogénéisés puis placés dans un bain-marie bouillant & A5°C minimum &t
ensuile refroidie dans un bain & la lempératurs ambiante (pendant & minutas).

a
N

Div ml d'eau ultrapure sant ajoutés 4 13 solution @t Fabaorbancs &3t Me3Urés a
£40 nrn dang une cellule en verre ayant uns longusur de trajst optiqus de 1 cm.
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L'absorbance est comigée aves celle obtenue pour une solution de référence a

laqualtz Iz DS est ajouts avant la solution enzymatique. |

Les résultats zont convertiz en pmales de aucre réductzur par comparaison

aves une gamme de solutions talons allant de 0,00 4 0,04% (M) e alusose,

traitées au DHS cormmes dan: 12 cas des essais.

Une unité d'activitd denda-1,2(d)-F-glucanase 25t définie comme la quantits

d'anzyme qui produit 1 pmc-lw d'éauivalent glucoss par minute &t par gramme
d

de produit, dans 1es conditions de Pessai (pH £,0 et 50°C).

&.2 Fylanazs par 1a méthode au DHS

L'essai se base sur Ihydrolyse enzymatique de wvlans d2 boulsau, un
polymére de wylase contenant des ponts f-D-1.4. Les produits de la réaction
eont détsrmings par colorimétiie en mesurant Faugmentation des groupes

P

réducteurs 3 laide dacide 3 &-dinitrozalicyligus. La concentration n- sucre

réducteur disponiblz aprés hydralyss enzymaticque est déterminde 4 l'aide |

d'une courkes de wylase éalon dont Mabsorbance @st mesurde a 540 nm.
L'activilé enzymatique caloulée a3t enzuite e-primiée n Squivalents «ylose,

Une aolution contenant 1 ml duns zolution de <ylans de boulzau & 1% (m/V)
dans un tampon acétate de sodium 01 M & pH 5,0 & 1 ml de solution 32

Penzyme & la dilution appropriés @st incubde 3 50°C pandant 10 rinutes. La
réaction enzymatique est stoppds par Pajout d= 2 ml J'une solution de DS

(1% (M) d'acide 3 5-dinitrosalicyliqus, 1,6% (m/V) de HaOH, 0% (miV) de
lartrate de potassium 2t sodium (+) dans de leau distillss). La aolution est
homogéndisés puis plases dans un bain-maris bouillant 3 95°C minirmurn &t
anauite refroidic dans un bain a la température ambiants (pendant & minute3).
Dix: ml d'aau ultrapurs sont ajoulés & la solution &t labsorbanas @:t mesurée 3
540 am dane une selule @n verrs ayant uns longueur de trajst optiqus de 1eom.
L'absorbance st comigés aves calle abtanuz pour une salution de référencs a
laquzlle le DHE &3 ;ﬂj(Z!lJtE" avanl 13 solution enzymatique.

Les résultats sont converis en pmolas de sucre réducteur par comparaison
avas un gamme de solutions Slatonz allant de 0,00 A 0,04% (m/V) de wylose
raitées au DHS cormme dans le cas des aasais.

Une unité dactivite dendo-1 d-f-aylanase et définie comme 1a quantité

d'enzyme qui produil 1 pmcle d'éguivalent cyloze par minuts 2t par gramme de
produit, dans les conditions de 'essai (pH £,0 2t 50°C).

28
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Celte méthode sl spécilique & la datermination de laclivité endo-1,4-f-
sylanase dans les aliments. L'endo-1,4-P-oylanass hydrolyse 1z ponta
wlosidiques du <ylan. L'assai est bazé sur thydrolyse enzymatique des ponts
wylosiques d'une solution d'arabinese de kblg, polysaccharids de f-1,4-wvlan
substitué avec de larabinose. L'activile enzymalique ezl proportionnells a la
réduction de viscosité dune solution d'arabincvylan des blé en préssnce de
l'enzyme a dosar.

Une unité d'activité d'endo-1,4-P-oylanase est définis comme la gquantité
denzyme qui hydrolysera ke substrat, réduisant 1a viscosité de la solution, pour

‘donner un changemsnt de 1a fluiditd relative ds 1 unité sans dimensions par

minute dans lzs conditions de 'analyse : pH £,% et 30 °C.

Résultals des essais

1. Consignes de réglages
Les consignas de régulation de la prease sont les suivantes:
Déhit ; environ 41 kg/h
Températures de raitement &n sortie conditionneur - 50, 25 & B0°C
Températures subiss an sortie de filiera
Pression de vapeur : 1.6 bars
Réglage de 2 hauteur de coupe des couteaux 10 mm

2. Bilan des activités enzymatiques

B C D

Taux de CMC 0 5% 35% 25%

ylanazs DS sl 4027 Faad £204

Mulanaze visoo 1053 0295 EHN KA RERX)

B-glucanase DIET | JE7E 5265 £300 031

Tableau : activitd enzymatiqus (unités/a)

On conztate que les Jifférentas formulations permeztlent de préservar |3
principales activités enzymatiques de référence du concentré enzymatique
initial.
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3. Taus de récupération 2n activitd wylarase mesurde par viscosimetrie sur les

aliments apras paszage en prasse & différentes lempératurss

Température de traitement presse
Taux de CMC | 30°C GE°C 07 G
A 0 ' 76% 55% £4%
B 55% 100% 35% S2%
C 35% 59% 20% 31%
D 55% Y% 26% 93%

On constats que Pactivité sylanase du produit standard (A) est affactse par la
Mmontée & term:-ératuvlre- 2 conditions de gr anulation (jLI squU'a 6% de p.;m a

d'activité A mains ds 20%.

Exemple 3

Objectif

Etude de I'effat nutritionnel de Rovabin™ Excel AP &l d'une composition sslon
la présente invention sur la valeur EMAy (Energie métabolisable apparents
aves corraciion azolés, ou AMEy) d'un aliment & base de blé cheX b= poulat
entrs 12 2t 22 jours

Matéricl et methodsa
1.3
Les animaus utilisés zont des poussing males ds souche Roas PM2.

héma expirimental

6‘1

T régimes de 12 répétitions de 1 poulst par cage soit 24 cagas au tatal
Les essais sont réalisés en randomisation aldataire contrélée

Les items J'eszai conliennent des aclivités encymatiques pofentishemant
capables daméliorer 1a digestibilité d'un alimant 3 base A= bl &t de mais chez
le poulet.
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Régimes 1 2 3 4 5 6 7
Sarisr BMS (bl& mais s6ja)
Bases Croissan Blé rnéla
ce & melange
: § c|& ¢ & ¢
Teman| & |2:.8|2c8] & |28 <
Produits T 25182 F @ °e25 D
S |Evz|E®Z| E OJETE|
w Qo =10 = w Q = w
O O O
Duse alt / £0 &0 50 50 50 50
d'aliment - o - i -
Poids aliment a
preparer (k9 0 20 0 20 20 0 20
granules)
Poids aliment a :
{raiter 100 100 100 100 100 100 100
(kg farine)
Effeciif 12 12 12 12 12 12 12
Tableau ; schéma evpérimzntal
2. Plan d'alimentation
Le plan dalimentation a 4t le suivant pendant 1a durds de 'essai.
J0-J12 J12 a J18 J19 a J22
Période Starter Adaptation Bilan
Modalité Ad libitum Ad libiturm Ad lihitum
, Type Pré-axpérimanial Expirimentzl Evpérimental
d’aliment
Base Elé Mais / Mais Blé Soja / Maiz Soja | BIE Soja / Mais Soja

10

Tablezu © aliments utilisés au coura da 'éude

28
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3. Déroulement de l'expariencea

PCT/FR2008/000872

DelJ12alJl7 J18 J19 J20 J21 122
Ad libitum Ad hbittm )
Adaptaticsi Bilan i
15h20  £hO0 2h00 ahon  1Eh20 Shod
Collecle des excretas
Fesée des animaus &b alimenls Peade dzz animauy et refu
Résultats
1. Aliments
Xylanase visco (U/kg)
o . , Titre Titre | Recovary
Régimes | Alinmnt Traitzment o ) v
) théorique | masuré (%)
1 Blé témoin 0 0 /
2 Bl& Evcal AP 1553 52 53%
Composition 1 350
3 Ble linvertion 1647 1116 B8%

Composition 2 selon

4 Elé linvention 2170 2408 111%

3 EiE Excel AP 1084 | 1647 | 84%
Composition 3 selon

6 El& linvention 2039 1602 79%

Bl& Excel AP 224 1570 6%

Tablsau
aliments &xpérimentacs

Analyse de récupération enzymalique xylanase mesures sur les

Les valeurs o'activitd enzymatique wvlanase visco sonl SURSrizsures 4 la

racommandation ds 1100 Wy d'alimant pour les alimants saul pour ls régime

2.
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Régirmes 1 2 3 4 5 6 7
Hems Témoin| AP1 Inv 1 Inv 2 APZ Inv 2 AP3
Dose / ROght | BOg/t | B0/t | S0/t | S0git | B0 ok
Base Blé
Moyennes| 2154 a 32538 ac|2231 ac] 3300 ¢ {2280 be| 3233 an) 2200 ab

AMEN* [Ecart type | 1125 | 1092 ) 1277 Z':-,t.. ah7 a2.% 110,9
cv 2,54 3,729 2,55 e 212 28T 547

kCBng Nb

MS  |valeurs 12 1z 12 12 12 10 12

Della 54,0 46,2 | 1189 95,5 1359 16,8
Moyernes| ~213 & |Z90E1 Ac|2H64 an| Z015 | Dol b 2082 ac| 2922 ab

AMEr* [Ecarttype | 102,10 | 1004 | 1153} 111,6 | &3,7 247 10,1
CV 3,5 3,25 3.0z 3,70 21z 2,23 A2
Nb

koal/kgvaleurs 12 1z 12 12 12 160 12
Delta 48,5 41,0 | 1066 | 356 45,2 15,1

Tablzau : Fésultats de digestion de lénergie par régims

* . Energic malabolisable apparznte

wh

Faliment testé mais aves des affi

Tous lzs items tesiés

cacités

.

variables

onl permis d'amélicrar la digestibilité de 'énsrgie de

Les améliorations d'AMER sont d'un niveau modéré, atteignant +105 koal/kg

M3 environ pour 1a comiposition 2 selon linvantion.

3 deus types de compozitions ont eu le méme effet sur TAME MEeSLre

10 :'-:«:-n-:i. analyza a donc été réalisée par produit.

2. |ne

Delta

59,3

Hems Témoin Excel AP Invention
Doz / 50 g/t 50 git
Base Blé
Moyennes et a 2244 ab SDEG D
AMEnN Ecart type 112,53 arv.e 118,23
cV 3,54 3.02 3,63
kcallkbgME [k valeurs 12 42 26

AMERN

kcal/kg

Moyerinzs
Ecart type
CV

Ml valeurs
Delta

29175 A
1021
3,51

12

oG ab

3,00
42
53,5

Tableau : Fésullats de digestion de énenie p’ll produit
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Coztle meconds analyse montre que globalemeant les items T-Flax ant améliare

la digsstibilité de Pénergis de Falirmant testé, Par contre Famélioration obtenus

avec les items Evcel AP est non significative malgré une tendance forte
5 (p=0.06).

3. Performances de croissance

R&gimes 1 2 3 4 5 6 7
Hems Témain|  AP1 Inv 1 Inv 2 AP2 inv 3 AP3
Doze / Boglt | Rog/t | S0glt | Boglt | BOa/i | S0 g/t
BRase Blé

Poids
début  |Moyennes | 322 324 324 224 4 323 Rgux!
Adaptation | Ecarttype | 22,1 21,2 2,1 ooz 0 24,6 224
Q) cV 6,2 6,5 G, &, 6,4 A7 6,9
Foids fin [Moyerings | £63 Ga Gof et 6l il a7k
Eilan Ecaritype | 75,4 65,5 £, &0, 40,4 45,7 287
(9) CcV 12,0 9.5 7,4 7,4 £,9 £,7 £,3

Gain de

poids  |Moyennes | 341 252 R KA 256 LB 2482
M2I22 | Eearliype | 62,5 48,7 77 a7,4 339 ESERA 245
(9) Cv 18,4 13,7 10,5 10,6 9,5 2,1 9,8
Conzo  |Moyennes | G5 Grl 674 L EEG e 559
Jiz-Jor | Ecarttype | 1046 | TEO | 647 BT 45,9 62,6 43

(9) cv 15,7 11,2 8,6 a0 7,0 a2 7,6
Y 4

1 Moyennes | 198 a | 156 B | LGS bl 1,850 ] 1,850 | 1,830 | 1,57 D
J12-127 [Eoarttype | 0,105 | 0,068 0,076 | 0,107 | 0,073 | 0,073 | 0,071
cV ES10 | 3,658 [ 4,025 | £774 2988 | 3EO5 | 3,793

oF
1| 47 | 58 | B0 | -45 | -47

«

Delta (%) -
Tahlzau : Résultats de croissance de 12 2 J22

10 *: Indice de Consormmation

Contrairement 4 ce qui a &l& observé pour |a digestibilits de Pénergis, les items
testés ont pratiquemant tous au un effet significatil sur les performances de
croigsance (indice ds conzommation) sur 1a périods totale d'étuds (124 22
15 jours). Les compositions salon Finvention (Inv 1, Inv 2 &t Inv 3) 3t les
compasitions  Fovabio ™ Excel AR (AF1, AFZ el AP2) ont apporls

pratiquemeant 12 méms amélioration d'indice.
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REVENDICATIONS

1. Composition thermorésistante  suscepdible d'@tre obtenue  par ]
procédd compranant les dtapes suivantss

a) cnséchage des composés suivants

- un support chaoisi dans 1e groupe consistant 20 1a farine de blé, 'amidon,
le gypsum, la maltodexirine et les rafles de mais, et

- un mélangs sous forme liquide 'au maing des @nzymes,

dle fagon a obtenir une bases intermédiaire,

b) granulation par imprégnation d= la hase intermiédiairs aves un
enrobant choisi dans |2 groupe cansistant en la csllulcse el sas dériviés, la ¢ chitinz, la
carraghéning, l'alginatz de sodium, 38 gommes véaétales, les gommes obtenues par
fermentation & les amidons =t dérivés,

c) enrobage ds la base intzrmadiairz imprégnes avas un @nr sbant chaisi
danz la groupe consistant &n la celluloss el sas derivis, la chitine, la carraghenine,
Falginats de soddium, ks gommes véaitales, les gommes 5 stenues par fermentation
&l les amidons et dérivas, et

d) sechage.

2. Composition thermarésistantz zelon la revendication 1, dans laquslle
le mélange souz forme liquids d'au moins deud snZymes est abtenu 4 partir d= a
fermentation J'un seul microarganizme.

3. Composilion thermorésistants selan la revendication 1, dans laquells
le mélange sous forme liquide d'au moing deus enzymes &st obtenu 3 parir de a
fermentaiion de deus micraorganisrmes différants.

4. Composilion themaorésiztants selon fa revendization 1, camprenant
a) de 15 & 50 % en poids dudit mélange o' moins deus enzymes,

b) de 2& a 60 % en poids Judit suppart,

&) de 25 A G0 % en poids dudit enrclant.

5. Compasition thermorésiziants selon 1a revendication 1, zehon laquelle
'enrohant =l la carbowyméthylcellulose

6. Compasition thermorézislanle selon 13 revendication 1 ou 2, dans
laquell= |c~. mélangs sous foroe liquids d'au moins desue snZymes a3t un modt de

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)
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fermentation filtré concentrd obtznu & pertie de la fermentation d'au mains un
MICIrOOrganisme.

-

7. Composition selin Fune gquelconque des reverdications précédentes,

dans laqualle les aw moing deus enzymas sont cholsiss dans le groups consistant en

une wylanase, une E-glucanase, uns cellulase, une pectinass, uns phytase et une
protéase.
&, Composition selon Fung quslconagus des rev vendications précédentas,

dans laquells lzs au mains deus znzymes sont choisiss dans lz groups consistant &n
la phytass, l'endc-1,4-f-xylanase, fe-arabinofuranosidaszs, la f-rylosidase, la feruloyl
estérase, Pendo-1,5 c-arabinanase, Pendo-1,3(4)-f-glucanass, 1a farminarinase,
lendo-1,4-P-glusanase, 1a cellobiohydrolass, la f-glucosidass, la polygalaciurenase,
la pecting astérass, la rhamnogalacturonase, l'agpariic protéase, la métallo protéase,

l'endo-1,4-F-mannanase, la f-rmannosidass &t I'a-galactosidaze
9. Composition sslon fune queloonius des ravendications précédentas

dans laquelle un microorganisme  est Penicilliurn funiculazum déposé a ['IMI
(International Mycological Institule, Eakeham Lans, Englefishd Gresn, Egham,

ﬂ’!c’ic

Surrey, TWZ0 5T LK) le 24 mars 1292 25us le nurnéro IME 272536,

10. Composition sebom 'une quaslcondgue des revendications précélantes
dans laqualle Fenrobant @st la carbosyméthyleeliulass su Pathyl: alluilose.

11, Alimenl pour animaur caractéisd @n e qulil comprend une base
nutritionnells  pour animaus et une  composition  s&lon Funs revendications

précadeantas,

17 Wtilisation  d'une  composition  szlon Pune quelconque  des
revendications précédentas pour la préparation d'un additif mutritionnel pour animan
saus forme de poudrs granuleuse.

13. l.lti!i:zati-:,n dune composition selon  l'une  quelzonque des
revendications  précédentes pour la préparation  d'un alimant  pour  animans

caractérizé en oz quil comprand une base nuirilionnelle pour animaus &l un additif
nutritionnel.

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)
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COMPOSICION PARA ANIMALES RESISTENTE AL CALOR QUE

COMPRENDE UNA MEZCLA ENZIMATICA

La presente invencién se relaciona con una composicién en forma de polvo que

comprende una mezcla de enzimas.

Durante mucho tiempo las enzimas han sido utilizadas en varias aplicaciones
industriales, en particular en nutricién animal. En este caso, las enzimas mejoran
la digestibilidad de las fuentes de plantas y asi permiten que los animales de

granja digieran sus alimentos mas eficientemente.

Las enzimas son producidas por una gran variedad de organismos: plantas,
animales y en particular micro-organismos, es decir cualquier organismo mono o

multicelular, en particular escogidos de bacterias, levaduras y hongos.

La solicitud de Patente EP 1 007 743 describe en particular una imezcla de
enzimas obtenidas de Penicillium funiculosum formulada en forma liquida o en

forma de polvo y prevista para la alimentacién de animales.

Las enzimas se agregan a los alimentos en forma liquida por aspersién o se
incorporan en los alimentos en un mezclador y luego los alimentos se granulan

en un molino para peletizaciéon. Una parte significativa de los alimentos para
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animales se somete a un tratamiento térmico por razones de higiene (calidad
microbiolégica) o para facilitar el consumo por los animales (presentaciéon en
forma de miga o granulos). Estos tratamientos con calor se basan en el uso de
vapor a temperaturas mas o menos altas, opcionalmente en combinacién con

una aglomeracién (molino para peletizacion).

Sin embargo, como resulta ser el caso las enzimas son proteinas de naturaleza
sensible a la temperatura. Por lo tanto se observa una pérdida de la actividad

enzimatica cuando se usan temperaturas altas.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar una composicién en forma

de polvo que comprende una mezcla enzimatica que es resistente al calor.

Descripcién de la invencidén

La presente invencion se relaciona con una composicion resistente al calor, para

animales, en la forma de polvo granular que comprende:

a) una mezcla en forma liquida de por lo menos dos enzimas,
b) un soporte escogido del grupo que consiste de harina de trigo, almidén, yeso,

malto-dextrinas y mazorcas de maiz, y
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c) un agente de recubrimiento escogido del grupo que consiste de celulosa y
sus derivados, quitina, carragenina, alginato de sodio, gomas de plantas,

gomas obtenidas por fermentacién y almidones y derivados.

De acuerdo con una implementacién, la mezcla en forma liquida de por lo menos
dos enzimas se obtiene de la fermentacién de so6lo un micro-organismo. De
acuerdo con otra implementacién, la mezcla en forma liquida de por lo menos
dos enzimas se obtiene de la fermentacién de dos micro-organismos diferentes.
Ventajosamente, la mezcla en forma liquida de por lo menos dos enzimas es un
mosto de fermentacion filtrado y concehtrado obtenido a partir de por lo menos

un micro-organismo.

De acuerdo con otra implementacién, la composicién comprende:
a) de 15 a 50 % en peso de dicha mezcla de por lo menos dos enzimas,
b) de 25 a 60 % en peso de dicho soporte,

c) de 25 a 60% en peso de dicho agente de recubrimiento.

De acuerdo con una implementacién, las por lo menos dos enzimas se escogen
del grupo que consiste de una xilanasé, una f-glucanasa, una celulasa, una
pectinasa, una fitasa y una proteasa. Ventajosamente, las por lo menos dos
enzimas se escogen del grupo que consiste de fitasa, endo-1,4-p-xilanasa, a-

arabinofuranosidasa, p-xilosidasa, feruloil esterasa, endo-1,5-c-arabinanasa,
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endo-1,3(4)-f-glucanasa, laminarinasa, endo-1,4-p-glucanasa, celobiohidrolasa,
B-glucosidasa, poligalacturonasa, pectina esterasa, ramnogalacturonasa,
aspartico proteasa, metaloproteasa, endo-1,4-f-mananasa, f3-manosidasa y a-

galactosidasa.

De acuerdo con una implementacién de la invencion, el micro-organismo es
Penicillium funiculosum, depositado en el IMI (International Mycological Institute,
Bakeham Lane, Englefield Green, Egham, Surrey, TW20 9TY, UK) en Marzo 24

de 1998 bajo el numero IMI| 378536.

De acuerdo con una implementacion de la invencién, el agente de recubrimiento

es carboximetilcelulosa o etilcelulosa.

De acuerdo con una implementacion de la invencién, la composicion se puede

obtener por el proceso gque comprende las siguientes etapas:

a) co-secar los siguientes compuestos:

- un soporte escogido del grupo que consiste de harina de trigo, almidon,
yeso, maltodextrina y mazorca de maiz, y

- una mezcla en forma liquida de por lo menos dos enzimas,

Hasta obtener una base intermedia,

b) granular por impregnacién de la base intermedia con un agente de
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recubrimiento escogido del gﬁnpo qde consiste de celulosa y sus derivados,
quitina, carragenina, alginato de sodio, gomas de plantas, gomas obtenidas por
fermentacién, y almidones y derivados,

c) recubrir la base intermedia impregnada con un agente de recubrimiento
escogido del grupo que consiste de celulosa y sus derivados, quitina,
carragenina, alginato de sodio, gomas de plantas, gomas obtenidas por
fermentacion, y almidones y derivados, y

d) Secar.

La presente invenciéon también se refiere a un aditivo nutricional para animales

en forma de polvo que comprende:

a) una mezcla en forma liquida de por lo menos dos enzimas,

b) un soporte escogido del grupo que consiste de harina de trigo,

almidén, yeso, malto-dextrinas y mazorcas de maiz, y

¢) un agente de recubrimiento escogido del grupo que consiste de celulosa y
sus derivados, quitina, carragenina, alginato de sodio, gomas de plantas,

gomas obtenidas por fermentacion y almidones y derivados.

La presente invencién también se refiere a un pienso, caracterizado porque
comprende una base nutricional para animales y un aditivo nutricional como se
reivindica en la reivindicacion 10.

Finalmente, la presente invencién se refiere al uso de un agente de
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recubrimiento escogido del grupo que consiste de celulosa y sus .derivados,
quitina, carragenina, alginato de sodio gomas de plantas, gomas obtenidas por
fermentacion y almidones y derivados'en la preparacién de un aditivo nutricional
para animales que comprende una mezcla de por lo menos dos enzimas
obtenidas a partir de la fermentacion de un sélo micro-organismo.

Ventajosamente, el agente de recubrimiento es carboximetilcelulosa.

Composicién

La presente invencion por lo tanto se refiere a una composicién resistente al

calor para animales en forma de un polvo granular.

Por “Composicion resistente al calor’ se entiende que significa una composicidn
que es resistente al calor. Una de las propiedades importantes de la composicion
de acuerdo con la presente invencion es la ser resistente al calor. Esto se debe a
que la composicién de acuerdo con la presente invencion serd sometida a un
tratamiento térmico previsto, de otro lado, para producir una calidad
microbiolégica y por otra parte, para formular la composicién con &l propésito de
que sea usada mas facilmente por criadores y consumidas por los animales. Se
usa el término “proceso de peletizacién”. La peletizacién es una aglomeracién de
alimentos en forma de pequefios granulos. Estos granulos no son

desmenuzables, a diferencia de los aglomerados. Después de la peletizacién, se
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obtienen los pellets. Los pellets son granulos con un tamafno de 1.5 a 6 mm de
diametro y de 1.5 a 4 cm de largo. Para la peletizaciéon se hace uso, por ejemplo,
de molinos para peletizar, cuya operacién se basa en el uso de vapor a
temperatura mas o menos alta. Por ejemplo, la composicién resiste una

temperatura mayor de 80°C, 85°C 0 90°C.

Por “polvo granular’ se entiende que significa un polvo que tiene un cierto

tamafio de particula.

De acuerdo con la presente invencién, los requerimientos de tamafio de particula

de la composicidn obtenida son como sigue:

Tamafiio de las particulas | Porcentaje en la mezcla

Mayor que 800 pm <o=a1%

Entre 400 y 160 um > 0 = a 40%, preferiblemente < o = a 50%:
Menor que 200 um < 0 = a 15%, preferiblemente > 0 = a 12%
Menor que 100 pm < 0 = a 10%, preferiblemente < 0 =a 5%

Ventajosamente, la mediana del diametro de las particulas del producto esta
entre 150 y 400 pm. Por “mediana del diametro” se entiende que significa el
tamano de las particulas del producto en las que el 50% de la muestra tiene un

tamafno mas pequeio y 50% de la muestra tiene un tamaino mas grande.
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La composicién de la presente invencion esta prevista para animales. En otras
palabras, la composiciéon de acuerdo con la presente invencién es adecuada

para uso en nutricién animal.

Por “animal” se entiende que significa mas particularmente animales de granjay
especialmente animales de pastoreo (en particular bovinos criados para carne,
leche, queso y cuero; ovinos criados para carne, lana y queso; éaprinos; o
porcinos) conejos, aves de corral (pollos, gallinas, pavos, patos, gansos y otros),
animales acuaticos (por ejemplo peces, gambas, ostras y mejillones) o animales
de entretenimiento y acompaiiamiento (en particular caballos, perros o gatos).
Los Bovinos o Bovinae constituyen una subfamilia de los Bovidae, mamiferos
rumiantes multi-estémago, que comprenden varias especies importantes de

animales de granja (de leche, de carne y mezclados)

Por “composicion adecuada para uso en nutricibn animal” se enﬁende que
significa una composicion que tiene caracteristicas tales que la hacen adecuada
para nutricién animal. Las caracteristicas esenciales para uso en nutricién animal
son en particular el pH y la temperatura a los cuales la composicion que
comprende la mezcla de enzimas es activa. Esto es porque el pH dél sistema
digestivo de los animales es acido y es por lo tanto esencial que las
enzimas sigan siendo activas en este pH para conservar sus actividades.

De acuerdo con una implementacién de la presente invencién, la composicion
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conserva las actividades enzimaticas esperadas a un pH acido, por ejemplo a

pH menor de 7, preferiblemente menor que 5

La presente invencién se relaciona asi con una composicién resistente al calor

para animales en la forma de un polvo granular que comprende:

a) una mezcla en la forma liquida de por lo menos dos enzimas,

b) un soporte escogido del grupo que consiste de harina de trigo, almidén, yeso,
malto-dextrinas y mazorcas de maiz, y

¢) un agente de recubrimiento escogido del grupo que consiste de celulosa y
sus derivados, quitina, carragenina, alginato de sodio, gomas de plantas,

gomas obtenidas por fermentacion y almidones y derivados.

Las enzimas son producidas por una gran variedad de organismos: plantas,
animales, y especialmente micro-organismos. Por “micro-organismo” se entiende
que significa cualquier organismo mono o multi-celular escogido en particular de
bacterias, levaduras y hongos. Ventajosamente las levaduras se escogen de,
por ejemplo, Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisae, Yarrowia lipolytica y
Schwanniomyces occidentalis. Los hongos se escogen, por ejemplo, de
especies Aspergillus, especies Trichoderma 'y especies Fenicillium,
preferiblemente de Penicillium funiculosum, Trichoderma reasei, Aspergillus
niger, Aspergillus awamori, Aspergillus kawachii y Trichoderma koningii.

De acuerdo con una implementacion, la mezcla en forma liquida de por lo
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menos dos enzimas se obtiene a partir de la fermentacién sélo un micro-
organismo. Ventajosamente, la mezcla en una forma liquida de por lo menos dos
enzimas es un mosto de fermentacion filtrado y concentrado obtenido de un

solo micro-organismo.

De acuerdo con otra implementaci6n de la presente invenciéon, el micro-
organismo usado se origina a partir de una cepa no modificada genéticamente
del micro-organismo en el estado aislado que produce por lo menos dos
actividades enzimaticas. Alternativamente, este puede ser un organismo
huésped transformado con un polinucleétido un casete de expresién y/o un

vector.

En una implementacion de la invencién, el micro-organismo es una cepa de
Penicillium funiculosum en la que se expresa o sobre-expresa una enzima. En
otra implementacion el organismo huésped es una cepa de Debaryomyces
castelli en la que se expresa o sobre-expresa una enzima. En aun otra
implementacién el organismo huésped es una cepa de Ruminococcus gnavus

en la que se expresa o sobre-expresa una enzima.

De acuerdo con una implementacién de la invencién, el micro-organismo es

Penicillium funiculosum depositado en el IMI (International Mycological Institute,

Bakeham Lane, Englefield Green, Egham, Surrey, TW20 9TY, UK) en marzo 24
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1998 bajo el numero IMI 378536.

De acuerdo con otra implementacién, la composicién comprende de 15 a 50% en
peso de dicha mezcla de por lo menos dos enzimas, preferiblemente de 20 a

40% en peso.

De acuerdo con otra implementacion de la presente invencién, la composicion
resistente al calor en forma de polvo granular para animales comprende una
mezcla en forma liquida de por lo menos tres enzimas, cuatro enzimas, ocho

enzimas o diez enzimas.

De acuerdo con una implementacién, las por lo menos dos enzimas se escogen
del grupo que consiste de una xilanasa, una f-glucanasa, una celulasa, una
pectinasa, una fitasa y una proteasa. Ventajosamente, las por lo menos dos
enzimas se escogen del grupo que consiste de fitasa, endo-1,4-3-xilanasa, «-
arabinofuranosidasa, p-xilosidasa, feruloil esterasa, endo-1,5-c-arabinanasa,
endo-1,3(4)-B-glucanasa, laminarinasa, endo-1,4-pB-glucanasa, celobiohidrolasa,
B-glucosidasa, poligalacturonasa, pectina esterasa, ramnogalacturonasa,
aspartico proteasa, metaloproteasa, endo-1,4-f-mananasa, B—manosidasa y o-

galactosidasa.

La presente composicién también comprende un soporte. El soporte se escoge
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del grupo que consiste de harina de trigo, almidén, yeso, malto-dextrinas y
mazorcas de maiz. El soporte esta presente en la composicién en un contenido
de entre 25 y 60 % en peso de la composicion resistente al calor en la forma de

polvo granular.

Finalmente, la presente composicién comprende un agente de recubrimiento. El
agente de recubrimiento se escoge del grupo que consiste de celulosa y sus
derivados, quitina, carragenina, alginato de sodio, gomas de plantas, gomas

obtenidas por fermentacién y almidones y derivados.

Las gomas de plantas son exudados que se solidifican por desecacién. Se
puede hacer mencién como indicaciéon de las gomas que se pueden usar en la
presente invencion, a las siguientes gomas: goma arabiga, goma karaya, goma

tragacanto, goma guar o goma xantan.

Por “almidones y derivados” se entiende que significa cualquier polisacarido
formado por la combinacién de dos polimeros: amilosa y amilopectina. De
acuerdo con la presente invenciéon, el almidc’m puede estar en la forma de polvo
o en la forma de pasta. A manera de indicacion puede ser almidén nativo de
trigo, almidén nativo de maiz, almidén nativo de arroz, o harina de papa. Los
mismos almidones tratados fisicamente, por ejemplo pre-gelatinizados, también

pueden estar involucrados.

12
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De acuerdo con una implementacién de la invencion, el agente de recubrimiento

es carboximetilcelulosa o etilcelulosa.

El agente de recubrimiento esta presente en la composicion resistente al calor en
la forma de polvo granular en un contenido de entre 25 y 60% en peso,

preferiblemente entre 30 y 58% en peso.

De acuerdo con otra materia objeto de la presente invencion, la composicion se
puede obtener por el proceso que comprende Iés siguientes etapas:

a) co-secar los siguientes compuestos:

- un soporte escogido del grupo que consiste de harina de trigo, almidon,
yeso, maltodextrina y mazorcas de maiz, y

- una mezcla en forma liquida de por lo menos dos enzimas,

Hasta obtener una base intermedia,

b) granular por impregnacion de la base intermedia con un agente de
recubrimiento escogido del grupo que consiste de celulosa y sus derivados,
quitina, carragenina, alginato de sodio, gomas de plantas, gomas obtenidas por
fermentacién, y almidones y derivados,

¢) recubrir la base intermedia impregnada con un agente de recubrimiento
escogido del grupo que consiste de celulosa y sus derivados, quitina,
carragenina, alginato de sodio, gomas de plantas, gomas obtenidas por

fermentacién, y almidones y derivados, y

13
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d) Secar

El agente de recubrimiento, que es idéntico o diferente, se usa durante dos
etapas sucesivas del proceso. Esto produce un polvo que muestra un aspecto
novedoso, en el que el agente de recubrimiento se encuentra en ambos lados
adentro y afuera del polvo granular. Esto le confiere propiedades ventajosas

sobre el polvo.

La composiciéon en forma de polvo presenta buena fluidez. Un ejémplo del
protocolo de medida que hace posible evaluar la fluidez del polvo, es la
determinacion del angulo de reposo. Este método se basa en la determinacion
del éngulo de la base del cono del material que cae, obtenido al pasar la muestra
a través de un embudo especial colocado a una altura convencional encima de
una placa perfectamente plana y horizontal. Este método requiere del siguiente
equipo: equipo y material de vidrio de laboratorio, embudo de acero, la base del
cual tiene un diametro (d) de menos de 6 mm (el embudo esta unido al soporte),
placa de acero inoxidable tallada con 4 lineas rectas que forman, entre ellas una
con otra, un angulo de 45° y que son perpendiculares al centro del embudo, y un
soporte hecho de acero inoxidable que.se une a la placa. El método consiste en
ajustar la altura (H) entre la placa y la base del embudo a 40 mm, confirmando la
perpendicularidad del centro del embudo con el punto de cruce de las lineas

rectas talladas, poniendo el polvo en el embudo, suspender la alimentacién

14
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cuando la punta del cono toca la base del embudo, dibujar sobre cada linea
tallada una marca en la base del cono de silice que se forma, quitar la silice y
medir la distancia que separa las dos marcas sobre la misma linea para cada
una de ellas. El angulo de reposo del material que cae, expresado en grados, se
da por la férmula:

2H
D-d

a = Arctg

Donde:

H: es la altura del cono en mm (H = 40)

d: es el diametro interno de la base del embudo en mm (d = 6 mm)
D: es la media aritmética de 4 medidas en mm

o es el angulo de reposo en grados

De acuerdo con la presente invencion, la composicién en forma de polvo

presenta un angulo de reposo entre 20° y 50°, preferiblemente entre 20° y 45°.

Otro ejemplo del protocolo de medida que hace posible evaluar la fluidez del

polvo es la medida de la compresibilidad, de acuerdo con la siguiente formula:

Yo(densidad aparente compactada por parousian- densidad aparanta)

Compresibilidad =
Denzidad aparents compactada por perousian

De acuerdo con la presente invencién, la composiciéon en forma de polvo

presenta un indice de compresibilidad entre 0 y 40%, preferiblemente entre 0 y

15
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20%.

Las composiciones en forma de polvo de la presente invencion pueden
adicionalmente comprender un principio activo ademas de la mezcla de enzimas

o de algunos principios activos.

Por "Principio activo" se entiende cualquier sustancia que tenga una actividad
fisiolégica establecida en el animal. Los suplementos alimenticios, en particular,
entran en la categoria de principio activo de acuerdo con la invencién. Los
suplementos alimenticios para los animales son productos destinados a ser
ingeridos como suplemento de la dieta diaria, con el propdésito de superar la
deficiencia en las contribuciones diarias de ciertos compuestos. Por ejemplo, se
conoce, generalmente, que suplementar la ingesta de alimentos en los animales
de granja con principios activos mejora el rendimiento de la cria de animales
domésticos. Estos pueden, en particular ser, vitaminas, sales minerales,

aminoacidos, oligoelementos, hormonas o antibiéticos.

Proceso para la preparacion de la composicion de polvo en forma granular

El proceso para la preparacion de la composicion antes mencionada comprende

las siguientes etapas:
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a) co-secar los siguientes compuestos:

- por lo menos un soporte escogido del grupo que consiste de harina de
trigo, almidén, yeso, maltodextrinay mazorcas de maiz, y

- al menos una mezcla en forma liquida de al menos dos enzimas
obtenidas de un solo microorganismo, por lo cual se obtiene una base

intermedia,

b) granular por impregnacién la base intermedia con un agente de recubrimiento
seleccionado del grupo que consiste de celulosa y sus derivados, quitina,
carragenina, alginato de sodio, gomas de plantas, gomas obtenidas por

fermentacion, almidones y derivados;

c) recubrir la base intermedia impregnada con un agente de recubrimiento

seleccionado del grupo que consiste de celulosa y sus derivados, quitina,

carragenina, alginato de sodio, gomas de plantas, gomas obtenidas por -

fermentacién, almidones y derivados, y

d) secar.

La primera etapa del proceso consiste, por lo tanto, de un co-secado de la
mezcla enzimatica, que se presenta en forma liquida, con el soporte de acuerdo

con la invencién. Esta etapa puede realizarse en forma continua en una torre de

17
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secado por atomizacion. El co-secado se lleva a cabo a una temperatura a la
que no se descomponga. El polvo debe mantenerse a una temperatura inferior a
45°C. Esta etapa produce una parte importante de la mezcla enzimatica en
forma liquida que se reti_ene en el soporte. Se obtiene un polvo micro-granulado
con un tamaiio entre 50 y 250 um. El contenido de agua del polvo es inferior a

20%.

La segunda etapa del proceso consiste de granulacién por impregnacion de la
base intermedia con un agente de recubrimiento seleccionado del grupo que
consiste de celulosa y sus derivados, quitina, gomas de plantas, gomas
obtenidas por fermentacién, almidones y derivados. Es un tipo de granulacién
humeda, que consiste en llevar a cabo, en un mezclador, también conocido
como granulador, equipado con un sistema de adicién de liquidos, una
densificacién de particulas en combinacién con la granulacién, para dar cohesion

a las particulas. Esta etapa puede llevarse a cabo de forma continua o por lotes.

La tercera etapa del proceso consiste en depositar una pelicula satisfactoria de
un agente de recubrimiento seleccionado de! grupo que consiste de celulosa y
sus derivados, quitina, gomas de plantas, gbmas obtenidas por fermentacion,
almidones y derivados. Este agente de recubrimiento puede ser el mismo o
diferente al utilizado en la etapa de granulacién. Esta etapa puede llevarse a

cabo en forma continua o por lotes, por ejemplo, en un secador de lecho

18

83



10

15

20

59

WO 2009/019335 PCT/FR2008/000872

fluidizado. La cantidad de agente de recubrimiento depende del tamafio final de

de particula deseado para el producto.

La cuarta etapa consiste en el secado del producto final. El secado puede
realizarse de forma continua en un lecho fluidizado o por lotes, de modo que el
contenido de agua del producto sea inferior a 10%, preferiblemente menos de

8%.

Es posible afiadir una etapa intermedia entre la segunda y la tercera etapa. Esta

etapa consiste en secar el polvo granulado, en forma continua o por lotes.

También es posible afiadir una etapa de tamizado entre la segunda y la tercera

etapa o después de la etapa opcional de secado del polvo granulado.

Proceso de peletizacion

De acuerdo con la presente invencién el proceso de peletizacién comprende las
siguientes etapas:

a) una composicién resistente al calor en forma de polvo granulado, por una
parte, y la base nutricional, por otro lado, se alimentan a un alimentador,

b) la mezcla se calienta a una temperatura entre 60 y 100°C, prefériblemente

entre 70 y 90°C,
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c) dicha composicién se peletiza en una prensa de granulacién, y
d) los pellets obtenidos se cortan de acuerdo con la longitud deseada,
e) se obtienen los pellets en esta etapa,

d) se secan y se enfrian.

Aditivo nutricional para animales

La presente invencién también se refiere a un aditivo nutricional en forma de
polvo que comprende:

a) una mezcla en forma liquida de al menos dos enzimas,

b) un soporte escogido del grupo que consiste de harina de trigo, almidén, yeso,
maltodextrina y mazorcas de maiz, y

¢) un agente de recubrimiento escogido del grupo que consiste de celulosa y sus
derivados, quitina, carragenina, alginato de sodio gomas de plantas, gomas
obtenidas por fermentacién, almidones y derivados,

Pienso

La presente invencién también se refiere a un pienso, caracterizado porque
comprende una base nutricional para animales y un aditivo nutricional como se
definié anteriormente.

La base nutricional comprende, por ejemplo, una mezcla de trigo, torta de soya,
semillas de soya extruidas, aceite de palma, carbonato de calcio, fosfato

dicalcico, sal o una pre-mezcla que contiene metionina.
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Uso

Una materia objeto de la presente invencién también se refiere al uso de
carboximetilcelulosa para la preparaciéon de un aditivo nutricional para animales
que comprende una mezcla de por lo menos dos enzimas obtenidas de la

fermentacién de un solo microorganismo.

Otra materia objeto de la presente invencién es el uso de carboximetilcelulosa
para la preparacion de un aditivo nutricional para animales el cual tiende a
mejorar el rendimiento del crecimiento de los animales, por ejemplo, mejorar la

conversion del pienso.

Descripcidén de las figuras

La figura 1 representa los respectivos tamaiios de particulas de un polvo del arte
previo y de un polvo de acuerdo con la presente invencion; en la abcisa, el

diametro en um; en la ordenada, el porcentaje en el producto.

Ejemplo 1

Se prepar6é una composicién de acuerdo con la invenciéon y de acuerdo con el

proceso de la presente invencién. Se proporcioné en forma de polvo y
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comprende 55% de carboximetilcelulosa, 25% de harina de trigo y 20% de un
mosto de fermentacion filtrado concentrado, obtenido de la fermentacién de

Penicillium funiculosum IMI 378536, que comprende 19 actividades enzimaticas.

1. Co- secado

Se rociaron 475 kg/h de solucién enzimatica de DM 238.7°%; (material seco) a 165
bar y se co-secaron continuamente sobre la harina a la tasa de 113 kg/h a bhaja
temperatura. La distribucién en el extracto seco es por lo tanto como sigue: 55%
de enzima puray 45% de soporte, en el caso de harina final.

- 146°C: temperatura de entrada de aire

49°C. temperatura de salida de aire

40°C: temperatura de aire del lecho estatico

35°C: temperatura del aire del vibro-fluidizador (primera seccién)

27°C: temperatura del aire del vibro-fluidizador (segunda seccion)

El polvo microgranulado obtenido en esta etapa presenta el caracter de un polvo
sin finos menores de 63 um, lo que hace que el producto se pueda manejar en
una segunda fase.

El tamafio medio de la particula en D(v, 0.5) es 117 micrones y el contenido de
agua es 7.5%.

El producto obtenido al final de esta primera etapa se conoce como base

intermedia.
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2. Granulacién por impregnacion

Se lleva a cabo en un mezclador de la siguiente manera:

- 30 segundos de premezclado de los ingredientes, es decir, de 0.77 kg de CMC
de materia seca por kg de base intermedia de materia seca,

- 120 segundos de adicién de agua a una tasa de 0.18 kg de agua por kg of base
intermedia de materia seca, con agitacion,

- 120 segundos de mezclado final.

El propésito de esta etapa es obtener particulas del orden de 150 a 200 um, en
promedio, con un contenido de agua de 14%, mientras se mantiene el producto a

menos de 45°C con el fin de no dariar las actividades enzimaticas.

3. Secado intermedio en lecho fluidizado

El producto se seca en un secador de lecho fluidizado a una temperatura de
entrada de 55°C y una temperatura de salida de 25°C, a fin de no danar las
actividades enzimaticas. La base intermedia antes del recubrimiento, por lo

tanto, tiene un contenido de agua de 7 u 8%.

4. Recubrimiento
Se rocia una solucién de CMC entre 7 y 7,5% de baja viscosidad recalentada
antes de rociar a una temperatura que varia entre 60 y 70°C.

La cantidad de solucién depositada es de 0,25 kg de materia seca de CMC por
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kg de materia seca del producto a recubrir.

El polvo obtenido en esta etapa tiene un tamario medio de particula de 300 a 400
pm y un contenido de agua de 10 a 11%.

El producto final se seca continuamente en un lecho fluidizado o de manera
discontinua, el propdsito en este caso es llevar el producto hasta un contenido de

agua inferior a 10% vy, preferiblemente de menos de 8%.

El producto final obtenido tiene un contenido de agua de 7,6% y una densidad de

450g/1.

5. Medicién del tamario de particula

El tamaifo de particula se midid respectivamente para las siguientes
composiciones:

La primera composicion es el producto Rovabio™ Excel AP, que se proporciona
en forma de polvo.

La segunda composiciébn se preparé de acuerdo con el proceso descrito
anteriormente. Por tanto, €s una composicién segun la'invencién que comprende

55% de_carboximetilcelulosa, 25% de harina de trigo y 20%: del mosto de

funiculosum IMI 378536.
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Los tamafios de las particulas de las composiciones estan indicados en la

siguiente tabla:

Tamaiio de las % en el producto % en el producto de
particulas Rovabio™ Excel AP la 2% composicion
> 800 um 0% 0.5%
< que 800 umy 0.1% 3.2%
> 630 um
<que 630 umy 0.4% 11.4%
> 500 um
<que 500 pmy 0.9% 19.7%
> 400 um
<que 400 umy 2.2% 24.9%
> 315 um
<que 315 umy 14.3% 29.2%
> 200 pum
<que 200 umy 15.1% 6.4%
> 160
<que160 pumy 40.6% 4.3%
> 100 um
<100 pm 26.5% 0.4%
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Mediana del diametro 135 um 350 pm
Indice de dispersién 0.5 0.4

Se encuentra que el tamaiio de particula de la segunda composicién presenta la
ventaja de contener una cantidad de particulas pequefias que son mas bajas que
las del producto Rovabio™ Excel AP (composicién en forma de polyo granular
del arte previo). Esta cantidad baja de particulas pequefias previene problemas
de pérdida de productos, de contaminacién cruzada entre el sistema de
producciéon y los productos en si mismos, de uso de los sistemas de filtracién y

ventilacién y de efectos indeseables para la salud.
Ver la figura 1.

6. Otras medidas

La compresibilidad del producto Rovabio™ Excel AP es 22.1%, mientras que la
compresibilidad de la segunda composicion es 3.4%.

Ejemplo 2

Objetivo

El objetivo es ensayar en la granulacién cuatro preparados enzimaticos

adicionados a una base alimenticia para ‘“crecimiento” de aves de corral.

Se aplican 3 de tratamientos de temperatura a la salida del aire (80, 85 y 90°C)
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para cada preparacién enzimatica:

Materiales y métodos

1. Alimentos y enzimas
200 kg de pienso para crecimiento de aves de corral se utilizan para llevar a

cabo estos ensayos.

Se ensayaron cuatro composiciones en forma de polvo. Cada composicién, que
corresponde o no corresponde a los criterios de la composicién de acuerdo con

la presente invencion, se refiere como item de ensayo.

La primera composicién es el producto Rovabio™ Excel AP, que se proporciona
en forma de polvo y comprende 19 actividades enzimaticas. Este producto esta
compuesto de 20 % de harina de trigo y de 80% de mosto de fermentacion
filtrado concentrado obtenido de la fermentacion de Penicillium funiculosum IMI

378536, que comprende 19 actividades enzimaticas.

La segunda composicién se prepardé de acuerdo con el proceso descrito en el
ejemplo 1.
Se proporciona en forma de polvo con el tamafio de particula mencionado

anteriormente y comprende 55% de carboximetilcelulosa, 25% de harina de trigo
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y 20% de mosto de fermentacién filtrado concentrado obtenido de fermentacién
de Penicillium funiculosum IMI;378536, que comprende 19 actividades

enzimaticas.

La tercera composicién se preparéd de acuerdo con el procedimiento descrito en

el ejemplo 1.

Se proporciona en forma de polvo con el tamano de particula mencionado
anteriormente y comprende 35% de carboximetilcelulosa, 45%: de harina de trigo
y 20% de mosto de fermentacioén filtrado concentrado obtenido de fermentacion
de Penicillium funiculosum Ml 378536, que comprende 19 actividades

enzimaticas.

La cuarta composicion se preparé de acuerdo con el procedimiento descrito en el
ejemplo 1.

Se suministra en forma de polvo con el tamafio de particula mencionado
anteriormente y comprende 35% de carboximetilcelulosa, 45% de harina de trigo
y 20% del mosto de fermentacién filtrado concentrado, que se obtiene de la
fermentaciéon de Penicillium funiculosum IMI 378536, que comprende 19

actividades enzimaticas.

2. Mezclas

28
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Dos mezclas de 60 kg de pienso para crecimiento de aves de corral se preparan
utilizando un mezclador de paletas con un eje horizontal que gira a 60 rev / min.
La duracién de cada mezclado es de 2 minutos. Cada lote mezclado se vacia en
un tanque rectangular hasta antes de ser empaquetado. Una muestra
representativa de aproximadamente 1 kg de cada mezcla se retira, al reunir 20
muestras obtenidas por cuarteo en el tanque de forma rectangular.

Ver la tabla de mezclas mas adelante.

MEZCLA TIPO DE Composicién en Cantidad de | Cantidad de
ALIMENTACION | forma de polvoy el | preparacion alimento
grado de enzimatica blanco
incorporacién incorporada | incorporado
en cada en cada
mezcla mezcla
A Rovabio™ Excel AP 39 59.998 kg
Crecimiento de a50g/T
aves de corral Composicién de 39 59.998 kg
B acuerdo con la
invencién (55%
CMC) a50g/T
Composicién de 29 39.998 kg
C acuerdo con la
invencion (35%
CMC) a 50 g/T
Composicién de 29 39.998 kg
D acuerdo con la
invencién (35%
CMC) a50g/T

3. Granulacion
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Los ensayos de granulacion se llevaron a cabo en un molino de laboratorio para
peletizaciéon que tiene un troquel plano (molino para peletizacion de 3 kW, Kahl

14 - 175).

(S

Para un pienso para el crecimiento de pollos de engorde para asar, el troquel del
molino de peletizacién seleccionado para los ensayos tendra canales con un
diametro de 4 mm y un espesor de 24 mm (razén de compresion: 6).

4. Secado-enfriamiento

Para cada ensayo de granulacién un secador-enfriador de laboratorio se utilizd

para secar y enfriar las muestras de granulos colectados a la salida del troquel.

El tiempo de secado-enfriamiento es de al menos 5 minutos para una carga de

l_.l
183

granulos calientes de aproximadamente 3.5 kg por enfriador.

Se apartdé, una muestra de aproximadamente 500 g, representativa de cada

N

operacion de fabricacion.

20 5. Mediciones y muestreos dirigidos a monitorear la granulacion
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Las mediciones y los muestreos se llevaron a cabo durante la operacion
estabilizada del molino para peletizacion (rendimiento constante, energia

eléctrica consumida estable y temperaturas estables).

o

Las mediciones de contenidos de agua y tiempos de residencia del troquel se
llevaron a cabo empezando con las muestras que se apartaron durante la fase

estabilizada de cada ensayo.

- Las caracterizaciones y los parametros para llevar a cabo la molienda de

e

10 granulacién se observan y registran durante los ensayos.

6. Métodos analiticos

6.1 B-Glucanasa por el método DNS
15
La prueba se basa en la hidrélisis enzimatica de B-glucano de cebada, un -1,3
(4)-glucano. Los productos de reaccion se determinan por colorimetria, el
incremento en los grupos reducidos debe medirse utilizando &cido 3,5-dinitro
salicilico (DNS). La concentracion de azlcar reductora disponible después de la
20  hidrélisis enzimatica se determina utilizando una curva estandar de glucosa, la
absorbancia de la glucosa debe medirse a 540 nm. La actividad enzimatica

calculada se expresa luego en equivalentes de glucosa.
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Se incuba a 50° C por 10 minutos, una solucién que contiene 1 ml de solucién de
B-glucano del orden del 1% (p / V) en una solucién amortiguadora de acetato de
sodio 0,1 M a pH 5,0 y 1 ml de solucién de la enzima en la dilucién apropiada.
La reaccién enzimatica se detiene mediante la adicion de 2 ml de una solucién
DNS (1% p / V) de acido 3,5-dinitro salicilico, 1,6% (p / V) de NaOH y 30% (p /V)
de tartrato de sodio y potasio dextro-rotatorio en agua destilada). La solucién se
homogeniza, luego se coloca en un bafio de agua a reflujo, a minimo 95° C y
después se enfria en un bafio a temperatura ambiente (durante 5 minutos). Se
adicionan diez ml de agua ultra pura a la solucion y la absorbancia se mide a 540
nm, en una celda de vidrio que tiene una longitud de trayectoria éptica de 1 cm.
La absorbancia se corrige con aquella obtenida para una solucién de referencia,

a la cual se le adiciona DNS antes de la solucién enzimatica.

Los resultados se convierten a upmoles de azlcar reductora mediante
comparaciéon con un rango de soluciones estandar que cubren desde 0,00 hasta

0,04% (p/ V) de glucosa tratada con DNS como en el caso de los ensayos.

Una unidad de actividad de endo-1,3(4)--glucanasa se define como la cantidad
de enzima, la cual produce 1 pmol de glucosa equivalente, por minuto y por

gramo del producto, bajo las condiciones de la prueba (pH 5,0 y 50° C).

6.2 Xilanasa por el método DNS
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La pruebha se basa en la hidrélisis enzimatica de xilano de abedul, un polimero
de xilosa que contiene puentes B-D-1,4. Los productos de la reaccion se
determinan por colorimetria, el incremento en los grupos reductores debe
medirse utilizando acido 3,5-dinitro salicilico. La concentracién de azicar
reductora disponible después de la hidrélisis enzimatica se determina utilizando
una curva estandar de xilosa, la absorbancia de la xilosa debe medirse a 540
nm. La actividad enzimatica calculada se expresa luego en equivalentes de

xilosa.

Se incuba a 50° C por 10 minutos, una solucién que contiene 1 ml de solucién de
xilano de abedul al 1% (p / V) en una solucién amortiguadora de acetato de sodio
01 M apH5,0y 1 mlde solucién de la enzima en la dilucién apropiada. La
reaccion enzimatica se detiene mediante la adicién de 2 ml de una solucién DNS
(1% (p / V) de acido 3,5-dinitro salicilico, 1,6% (p / V) de NaOH y 30% p /V) de
tartrato de sodio y potasio dextro-rotatorio en agua destilada). La solucién se
homogeniza, luego se cdloca en un bafio de agua a reflujo, a minimo 95° C y
después se enfria en un bafio a temperatura ambiente (durante 5 minutos). Se
adicionan diez m| de agua ultra pura a la solucién y la absorbancia se mide a 540
nm, en una celda de vidrio que tiene una longitud de trayectoria optica de 1 cm.
La ahsorbancia se corrige con aquella obtenida para una solucién de referencia,

a la cual se le adiciona DNS antes de la solucion enzimatica.
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Los resultados se convierten a pmoles de azucar reductora mediante
comparacioén con un rango de soluciones estandar que cubren desde 0,00 hasta

0,04% (p / V) de xilosa tratada con DNS como en el caso de los ensayos.

Una unidad de actividad de endo-1 4-p-xilanasa se define como la cantidad de
enzima, la cual produce 1 pmol de xilosa equivalente, por minuto y por gramo del

producto, bajo las condiciones de la prueba (pH 5,0 y 50° C).

6.3 Xilanasa por el método viscométrico

Este método es especifico para la determinacion de la actividad de la endo-1,4-
B-xilanasa en alimentos. La endo-1,4--xilanasa hidroliza los puentes del xilésido
del xilano. La prueba se basa en la hidrélisis enzimatica de los puentes de la
xilosa de una solucién de arabinosa de trigo, un polisacarido p-1,4-xilano

sustituido con arabinosa.

La actividad enzimatica es proporcional a la reduccién en la viscosidad de una
solucién de arabinoxilano de trigo, en presencia de la enzima que va a ser

determinada cuantitativamente.

Una unidad de endo-1,4-B-xilanasa se define como la cantidad de enzima, la

cual hidrolizara el sustrato, reduciendo la viscosidad de la solucién, para
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proporcionar un cambio en la fluidez relativa de 1 unidad sin dimensiones, por

minuto, bajo las condiciones del analisis: pH 5,5y 30° C.

Resultados de los ensayos

1. Puntos fijos para ajustes

Los puntos fijos para la regulacién del molino de peletizaciéon son los siguientes:

Rendimiento: aproximadamente 41 kg/h

Temperaturas de tratamiento a la salida del acondicionador: 80, 85 y 90°
Temperaturas experimentadas a la salida del troquel
Presién de vapor: 1,6 bar

Ajuste de la altura de cortado de las cuchillas: 10 mm

2. Balance de las actividades enzimaticas

A B C D
Nivel de CMC 0 | 55% 35% 35%
Xilanasa, DNS 3810 4027 5344 5304
Xilanasa, visco 31 053 30 293 32273 31153
B-Glucanasa, DNS | 4676 5265 6300 6081

Tabla: Actividad enzimatica (unidad / g)
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Se encuentra que las diversas formulaciones hacen posible retener las
principales actividades enzimaticas de referencia del concentrado enzimatico

inicial.

3. Grado de recuperacion de la actividad de la xilanasa medida por viscometria
en los alimentos, después de pasar a través del molino de peletizacion a

diferentes temperaturas.

Temperaturas de tratamiento en el molino
de peletizacioén
Nivel de CMC | 80°C 85°C 90°C
A 0 76% 68% 54%
B 55% 100%% 85%% 82%
C 35% 99% 90%% 81%
D 35% 96% 86% 83%

Se encuentra que la actividad de la xilanasa del producto estandar (A) se afecta
por la elevacién de la temperatura de las condiciones de granulacién (pérdidas
de hasta 46% a 90° C). Las diversas formulaciones probadas hacen posible

limitar la pérdida en la actividad a menos del 20%.

Ejemplo 3

Objetivo
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El estudio de los efectos nutricionales de Rovabio™ Excel AP y de una
composicién de acuerdo con la presente invencién, en el valor AMEy (energia
metabolizable aparente corregida con nitrégeno) de un alimento basado en trigo,

para pollos de entre 12 y 22 dias.

Materiales y métodos

1. Esquema experimental

Los animales utilizados son pollos machos de la variedad Ross PM3
7 dietas con 12 repeticiones de 1 pollo por jaula, i.e. un total de 84 jaulas.

Los ensayos son ensayos controlados distribuidos al azar.

Los items de los ensayos comprenden las actividades enzimaticas

potencialmente capaces de mejorar la digestibilidad de un alimento basado en

trigo y maiz, en pollos.
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Dietas 1 2 3 4 5 6 7
Bases | Inicio WCS (trigo maiz soya)
Crecimiento Mezcla de trigo
Productos Lo I L=
g g g
(&) (& (8]
c c c
0 9 b
(8] (8] (&)
o 4 c — c o 4 c o
s | |g8%|88%|< |g8%|2
“— Q - @ c - 0 c ) c Q
S £ (532853888 53¢ ¢
O | |O®8E|ORE|W O&E|lW
Dosis | g/t de |/ 50 50 50 50 50 50
alimento
Peso del alimento |20 20 20 20 20 20 20
que se va a preparar
(kg granulos)
Peso del alimento| 100 | 100 | 100 100 100 100 100
que se va a tratar
(kg comida)
Numero de sujetos | 12 12 12 12 12 12 12
en los ensayos

Tabla: Esquema experimental

2. Plan de alimentacion

38

El plan de alimentacién fue, a lo largo del ensayo, como sigue.
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D0-D12 D12 a D18 D19 a D22

Periodo | Inicio Adaptacién Balance

Forma Ad libitum Ad libitum Ad libitum

Tipo de | Pre-experimental | Experimental Experimental

alimento

Base Trigo Maiz/Maiz | Trigo Soya/Maiz | Trigo Soya/Maiz

Soya Soya

Tabla: Alimentos utilizados durante el estudio

3. Avance del experimento

5 La secuencia de tiempo de las operaciones principales se presenta a

continuacion:
__Deli2anz s 0 20 J2 22
,Mapmdén. S0 SO SR Balance R -
Al _Ad libitur
15h30  BhDO BhOO  8h0O 15h30 8hOO
recoleccidn de excrementos
Pesada de animales " Pesadi de animalas
y alimertos y desechos
Resultados

10

1. Alimentos
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Xilanasa, visco (U/kg)
Dietas | Alimento Tratamiento Contenido | Contenido | Recuperacion
tedrico medido (%)
1 Trigo Control 0 0 /
2 Trigo Excel AP1 1553 827 53%
3 Trigo Composicion 1 1647 1116 68%
de acuerdo con
la invencion
4 Trigo Composicioén 2 2170 2408 111%
de acuerdo con
la invencion
5 Trigo Excel AP2 1954 1647 84%
6 Trigo Composicién 3 2039 1602 79%
de acuerdo con
la invencién
7 Trigo Excel AP3 1824 1570 86%

Tabla: Analisis de la recuperacién enzimatica de la xilanasa, medida en los
alimentos experimentales

5 Los valores de la actividad enzimatica de la xilanasa, visco, son mas grandes

que la recomendacién de 1100 U/kg de alimento para los alimentos, excepto

para la dieta 2.

10
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2. Energia de digestibilidad
Dietas 1 2 3 4 5 6 7
items Control | AP1 Inv 1 Inv 2 AP2 Inv3 AP3
Dosis / 50 g/t 50 g/t 50 g/t | 50 git 50 g/t 50 g/t
Base
Trigo
AMEy" | Promedios | 3184a |3238ac |3231ac |3300c | 3280bc 323330 3200ab
Desviacion | 1123 | 109.8 127.7 | 1236 |69.7 92.9 110.9
estandar .
3.54 3.39 3.95 3.75 2.13 2.87 3.47
cv
kcal/kg
DM No. de 12 12 12 12 12 10 12
valores
Delta 54.0 46.2 115.9 | 95.5 48.9 15.8
AMEy" | Promedios |2913a |2961 ac | 2954ac | 3018c |2998bc | 2958ac | 2928ab
Desviacién | 102.1 | 100.4 115.8 111.6 | 63.7 84.7 100.1
estandar
3.51 3.39 3.92 3.70 2.12 2.86 3.42
kcal’kg | cv
No. de 12 12 12 12 |12 10 12
valores
D 48.8 41.0 105.6 |85.6 45.2 15.1
elta

Tabla: Resultados de la energia de digestion por dieta
*: Energia metabolizable aparente
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Todos los items probados hicieron posible mejorar la energia de digestibilidad de

los alimentos probados, pero con efectividad variable.

Las mejoras en AMEy son de un nivel moderado, alcanzando +105 kcal/kg DM

5 aproximadamente para la composicién 2 de acuerdo con la invencién.

Los dos tipos de composicion han tenido el mismo efecto en la AME medida. Un

segundo analisis se llevé, por lo tanto, a cabo por producto.

Items Caontrol Excel AP Invencion
Dosis / 80 g/t 50 git
Base Trigo
AME,, Promedios 3184 a 3244 ab 3256 b
Desviacisn 112.8 897.8 118.3
estandar
cv 3.54 3.02 3.83
kcal/k.g DM No. de valores | 12 48 36
Delta 59.3 71.6
AME,, Promadios 2013 a 2966 ab 2678 b
Desviacién 102.1 88.9 107.3
estandar
cv 3.51 3.00 3.80
keal/kg No. devalores | 12 48 26
Delta 53.5 65.0

Tabla: Resultados de energia de digestion por producto
10 Este segundo analisis muestra que, tomados como un todo, los items T-Flex de

acuerdo con la invencién han mejorado la energia de digestibilidad de los
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alimentos probados. Por otra parte, la mejora obtenida con los items Excel AP no

es significativa, a pesar de una tendencia fuerte (p = 0,06).

3. Rendimientos del crecimiento

Digtas 1 2 2 4 3 6 7
ftems Con- | AP1 Inv 1 Inv 2 APZ Inv3 | AP3
trol
Dosis / S0g/t | &0g/it | 50 gt &0 alt A0 g/t | &0 g/t
Base Trigo
Peso
al Promadicos axn 324 324 22 24 323 323
comi- Desviacidn 2241 21.2 21.1 222 20.8 218 224
enzo estandar
de la oV 6.9 Q.5 5.5 5.9 .4 6.7 6.9
adapta
cién
)
Peso | pimagics  [e83  |ess  |e3s | 67s 251 831 | 675
al Desviacion 79.4 £5.5 808 50.2 404 7 38T
final
del estandar
balan- |, 120 |95 7.4 7.4 5.9 6.7 £.3
ce (g)
Peso Promzdios 34 382 231 as2 356 age 362
ganad | Dzsviacién 52.8 402 w7 374 32.9 322 24.5
(o) estandar
D12-
D22 cv 154 13.7 10.5 10.5 @5 9.0 9.c
(9)
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Consu
mo Promiedios GeE 272 574 49 2 871 513 4]
Di12- Deaviacicn 1046 | 75.0 847 51.7 45,9 G2.6 49.8
D22 astandar
(9)

oV 167 11.2 9.6 8.0 7.0 9.3 7.6
FC* Promedics 1895a | 1.88h | 1870 | 1.85b 25b 1.88L {1.87b
D12- Dizsviansion 0.108 | 0.06¢ | 0.07% | 0.107 0073 0.073 | 0.071
D22 estandar

CcVv

5510 | 3588 |4.033 |&8774 3.953 3.898 | 3.792
Dzlta % -E1 4.7 -£.8 6.0 -1.5 -4.7

Tabla: Resultados para crecimiento de D12 a D22

*: Conversion de alimento

En contraste con lo que se observé para la energia de digestibilidad, los items
probados, todos practicamente tuvieron un efecto significativo en los
rendimientos del crecimiento (conversiéon de alimento) durante el periodo total de
estudio (12 a 22 dias). Las composiciones de acuerdo con la invencion (Inv 1,
Inv 2 e Inv3) y las composiciones de Rovabio™ Excel AP (AP1, AP2 y AP3)
contribuyeron practicamente a la misma mejora en conversion.

5. Conclusion

Todos los items probados en el alimento basado en trigo tuvieron un efecto

significativo en la AME del alimento probado. Las mejoras obtenidas son
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LO QUE SE REIVINDICA ES:

1. Una composicion resistente al calor que puede obtenerse mediante el
proceso que comprende las siguientes etapas:

a) co-secado de los siguientes compuestos:

- un soporte seleccionado a partir del grupo que consiste de harina de trigo,
almidén, yeso, maltodextrina y mazorcas de maiz,

Y

- una mezcla en forma liquida de al menos dos enzimas,

para obtener una base intermedia,

b) granulacién mediante impregnacién de la base intermedia con un agente de
recubrimiento seleccionado de un grupo que esta compuesto por celulosa y sus
derivados, quitina, carragenina, alginato de sodio, gomas de plantas, gomas
obtenidas por fermentacién y almidones y derivados,

c) recubrimiento de Ila base intermedia impregnada con un agente de
recubrimiento seleccionado a partir de un grupo que esta compuesto por
celulosa y sus derivados, quitina, carragenina, alginato de sodio, gomas de
plantas, gomas obtenidas por fermentacion y almidones y derivados, y

d) secado.
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2. La composicion resistente al calor como se reivindica en la reivindicacion
1, en la cual la mezcla en forma liquida de al menos dos enzimas se obtiene a
partir de la fermentacion de solo un microorganismo.

3. La composicién resistente al calor como sé reivindica en la reivindicacién
1, en la cual la mezcla en forma liquida de al menos dos enzimas se obtiene a

partir de la fermentacion de dos microorganismos diferentes.

4. La composicién resistente al calor como se reivindica en la reivindicacion
1, qué contiene:

a) de 15 a 50% en peso de dicha mezcla de al menos dos enzimas,

b) de 25 a 60% en peso de dicho soporte,

¢) de 25 a 60% en peso de dicho agente de recubrimiento.

5. La composicién resistente al calor como se reivindica en la reivindicacion

1, de acuerdo con la cual el agente de recubrimiento es carboxi-metilcelulosa.

6. La composicion resistente al calor como se reivindica en la reivindicacion
1 6 2, en la cual la mezcla en forma liquida de al menos dos enzimas es un
mosto de fermentacién filtrado concentrado, obtenido de la fermentacién de al

menos un microorganismo.
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7. La composicion como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, en la cual al menos dos enzimas se seleccionan a partir del grupo
que contiene una xilanasa, una p-glucanasa, una celulasa, una pectinasa, una

fitasa y una proteasa.

8. La composicion como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, en la cual al menos dos enzimas se seleccionén a partir del grupo
que contiene fitasa, endo-1,4-p-xilanasa, «-arabinofuranosidasa, f-xilosidasa,
feruloil esterasa, endo-1,5-ct-arabinanasa, endo-1,3(4)-B-glucanasa,
laminarinasa, endo-1,4-B-glucanasa, celobiohidrolasa, B-gllucosidasa,
poligalacturonasa, pectina estearasa, ramnogalacturonasa, aspartico
proteasaica, metaloproteasa, endo-1,4-p-mananasa, [-manosidasa y -

galactosidasa.

9. La composicién como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, en la cual el microorganismo es Penicillium funiculosum depositado
en el IMI (International Mycological Institute, Bakeham Lane, Englefield Green,
Egham, Surrey, TW20 9TY, UK), el 24 de marzo de 1998, bajo el niumero IMI

378536.

10. La composiciébn como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones

precedentes, en la cual el agente de recubrimiento es carboximetilcelulosa o
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etilcelulosa.

/
11.  Un pienso, caracterizado porque comprende una base nutricional para
animales y una composicién como se reivindica en una de las reivindicaciones

precedentes.

12.  La utilizacién de una composicién como se reivindica en cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en la preparacién de un aditivo nutricional para

animales en forma de polvo granular.

13.  La utilizacién de una composicion como se reivindica en cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en la preparaciéon de un pienso, caracterizado
porque el alimento contiene una base nutricional para animales y - un aditivo

nutricional.
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