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(57) Abstract: The present invention relates to compositions comprising yeast ceils and/or yeast cell components and methods for
producing and utilizing the same. In particular, the invention provides novel yeast comprising altcred cell wall structure (e.g., clay
and/or clay component(s) integrated (e.g., interlaced) into cell wall(s) and/or cell wall(s) comprising altercd glucan:mannan ratio),

methods of producing the same, cotmpositions comprising and/or derived from the same, and methods of using the same (e.g., to

sequester and/or adsarb bacteria and toxins). Compositions and methods of the invention find usc in a variety of applications in-
c!udmg dictary (c.g., admixing with feedstufls or othcrwise feeding to animals), therapeutic, prophylactic (e.g. admixing with bed-
ding sonrces and/or other materials that come into contact with animals, usage during food and beverage processing and manufac-
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1/



10

15

20

25

30

WO 2010/083336 PCT/US2010/021076

CLAY INTERLACED YEAST COMPOSITIONS AND METHODS OF UTILIZING
THE SAME

The present application claims priority to U.S. Provisional Application 61/144,620
filed January 14, 2009, hereby incorporated by reference in its entirety.

FIELD OF THE INVENTION

The present invention relates to compositions comprising yeast cells and/or yeast cell
compornents and methods for producing and utilizing the same. In particular, the invention
provides novel yeast comprising altered cell wall structure (e.g., clay and/or clay
component(s) integrated (e.g., interlaced) into cell wall(s) and/or cell wall(s) comprising
altered glucan:mannan ratio), methods of producing the same, compositions comprising
and/or derived from the same, and methods of using the same (e.g., to sequester and/or _
adsorb bacteria and toxins). Compositions and methods of the invention find use in a variety
of applications including‘dietary (e.g., admixing with feedstuffs or otherwise feeding to
animals), therapeutic, prophylactic (e.g. admixing with bedding sources and/or other
materials that come into contact with animals, usage during food and beverage processing

and manufacture, and usage during filtration of liquids) as well as research applications.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Fungi are ubiquitous worldwide, and inconspicuous as they are most commonly
microscopically small. Mycotoxins are secondary metabolites secreted by fungi.
Mycotoxins are toxic and/or carcinogenic compounds produced by various fungal species
that grow on various agricultural commodities. Examples of mycotoxins, include but are not
limited to aflatoxins, fumonisins, ochratoxin A, deoxynivalenol (a.k.a. “DON” or
“vomitoxin”),. patulin, and zearalenone. Myotoxins are often produced in cereal grains as
well as forages before, during and after harvest. Some mycotoxins are lethal, some cause
identifiable diseases or health problems, some weaken the immune system without producing
symptoms specific to that mycotoxin, some act as allergens or irritants, and some have no
known effect on animals or humans. The greatest economic impact of mycotoxin
contamination is feit by crop and poultry producers, as well as food and feed producers.
Mycotoxins can appear in the food chain as a result of fungal infection of plant products, and
can either be eaten directly by humans, or introduced by contaminating livestock feedstuff(s).

Mycotoxins contaminate organic materials (e.g. bedding) as well as water, and greatly resist
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decomposition during digestion so they remain in the food chain in edible products (e.g.
meat, eggs and dairy products). No region of the world escapes mycotoxins and their
negative impact on animal and human heaith. The evolution of global trading of feedstuffs
increases the chances that blends of grains will result in combinations of mycotoxins in a
given diet and that unusual and unsuspected mycotoxins will be present in a given region
regardless of its climate condition.

Strategies used to avoid mycotoxin occurrence involve controlling elements that
permit mycotoxin production, controlling mold growth, as well as practicing quality control
of food and feeds via adequate sampling, detection and quantification methodology.
However, mycotoxin contamination is unavoidable.

In order to reduce the negative effects of mycotoxins, inorganic materials such as’
clays, bentonites, and aluminosilicates, known for their adsorptive properties, have
historically been added to feedstuffs. Feedstuff-additives, in large quantities, sequester some
mycotoxins in the gastrointestinal tract of the animal and minimize their toxic effects.
However, additives hinder the absorption of many beneficial nutrients that are important to
animals such as vitamins, minerals, and amino acids thereby decreasing the nutrient density
of the diet. Moreover, feedstuff additives, particularly in animal feces, have an extremely
detrimental environmental impact.

Chemical agents such as acids, bases (e.g., ammonia, caustic soda), oxidants (¢.g.,
hydrogen peroxide, ozone), reducing agents (e.g., bisulphites), chlorinated agents and
formaldchyde, have been used to degrade mycotoxins in contaminated feeds, particularly
aflatoxins (See, ¢.g., Hagler 1991; Phillips ct al 1994; Lemke et al 2001). However, these
techniques are not cfficient, are expensive, generate a significant amount of chemical waste,
and are often generally unsafe.

Certain strains of lactic acid bacteria, propionibacteria and bifidobacteria have cell
wall structures that bind mycotoxins (See, e.g., Ahokas ct al 1998, El-Nemazi et al 1998;
Yoon et al 1999) and limit their bioavailability in the animal body. However, these

biclogical processes are generally slow, produce toxic metabolites, and are inefficient.

SUMMARY OF THE INVENTION

In some embodiments, the present invention provides a yeast cell comprising a yeast
cell wall comprising clay or a clay component interlaced into the yeast cell wall. In some

embodiments, the yeast cell is cultivated in a cell culture medium comprising clay. In some
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erﬂbodiments, the.clay is a mineral clay or synthetic clay belonging to the silicate group. In
some embodiments, the clay is selected from a zeolite, a bentonite, an aluminosilicate, a
montmorillonite, a smectite, a kaolinite, an organoclay and mixtures thereof. In some
embodiments, the clay is an aluminosilicate clay. In some embodiments, the amoun{ of clay
in the cell culture medium is from about 0.125% to about 4.0%. In some embodiments, the
amount of clay in the cell culture medium is from 0.125% to 4.0%. In some embodiments,
the amount of clay in the cell culture medium is from about 0.5% to about 2.0%. In some
embodiments, the amount of clay in the cell culture medium is from 0.5% to 2.0%. In some
embodiments, the yeast is selected from Saccharomyces, Candida, Kluyveromyces,
Torulaspora and combinations thercof. In some embodiments, the yeast is Saccharomyces
cerevisiae.

In some embodiments, the present invention provides composition comprising a clay
or clay component interlaced yeast cell wall extract. In some embodiments, the clay or clay
component interlaced yeast cell wall extract is derived from a yeast cell cultivated in growth
medium comprisiﬁg aclay. In some embodiments, glass beads and a bead beater are utilized
to prepare the yeast cell wall extract. In some embodiments, enzymatic treatment is utilized
to prepare the yeast cell wall extract. In some embodiments, the clay or clay component
interlaced yeast cell wall extract is added to a feedstuff. In some embodiments, the feedstuff
is selected from a Total Mixed Ration (TMR), a forage, a pellet, a concentrate, a premix, a
coproduct, grain, distiller grain, molasses, fiber, fodder, grass, hay, kernel, lcaves, meal,
solubles, and a supplement. In some embodiments, the clay or clay component intcrlaced
yeast cell wall extract is added to organic material. In some embodiments, the clay or clay
component interlaced yeast cell wall extract is added to water. In some embodiments, a
liquid is filtered through the clay or clay component interlaced yeast cell wall extract, In
some embodiments, the liquid is a juice, water, beer or wine. In some embodiments, the
composition s formulated for feeding to any member of Kingdom Animalia. In some
embodiments, the member of Kingdom Animalia is selected from avian, bovine, porcine,
equine, ovine, and caprine, piscines, shellfish, camelids, feline, canine, and rodent species. In
some embodiments, the clay or clay component interlaced yeast cell wall extract sequester
one or more mycotoxins. In some embodiments, the mycotoxin is selected from Aflatoxins,
Zearalenone,ITrichothecenes, Fumonisins, and Ochratoxiné. In some embodiments, the
mycotoxin is selected from of acetoxyscirpenediol, acetyldeoxynivalenol, acctylnivalenol,
acetylneosolaniol, acetyl T-2 toxin, extended to all aflatoxins, aflatoxin B1, B2, G1 and G2,

aflatrem, altenuic acid, alternariol, austdiol, austamide, austocystin, avenacein +1,
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beauvericin +2, bentenolide, brevianamide, butenolide, calonectrin, chaetoglobosin, citrinin,
citreoviridin, cochliodinol, cytochalasin E, cyclopiazonic acid, deacetylcalonectrin,
deactylneosolaniol, deoxynivaleno!l diacetate, deoxynivalenol monoacetate,
diacetoxyscirpenol, destruxin B, enniatins, extended to all ergot toxins and endophytes,
fructigenin +1, fumagilin, fumonisins, fumonisins B1 and B2 and B3, Fusarenon-X,
Fusarochromanone, fusaric acid, fusarin, gliotoxin, HT-2 toxin, ipomeanine, islanditoxin,
lateritin +1, lycomarasmin +1, malformin, maltoryzine, moniliformin, monecacetoxyscirpenol,
ncosolaniol, nivalenbl, NT-1 toxin, NT-2 toxin, extended to all ochratoxins, cosporein, oxalic
acid, patulin, penicillic acid, penitrem, roridin E, rubratoxin, rubroskyrin, rubrosulphin,
rugulosin, sambucynin +1, satratoxins, F,G,H, scirpentriol, slaframine, stericoncentrated
modified yeast cell wall extracttocystin, T-1 toxin, T-2 toxin, triacetoxyscirpendiol extended
to all trichothecenes, trichodermin, trichothecin, trichoverrins, trichoverrols, tryptoquivalene,
verrucarin, verruculogen, viopurpurin, viomellein, viriditoxin, xanthocillin, yavanicin+1, and
zearalenols, and zearalenone.

In some embodiments, the present invention provides a compositions comprising a
clay or clay component interlaced yeast cell wall extract, wherein the clay or clay component
interlaced yeast cell wall extract is present in an amount effective to sequester mycotoxins.
For example, in some embodiments, the clay or clay component interlaced yeast cell wall
extract is present in an amount of about 0.0125% to about 10% by weight of a feedstuff. In
some embodiments, the clay or clay component interlaced yeast cell wall extract is present in
an amount of about 0.0125% to about 4.0% by weight of a fecdstuff. The present invention
is not limited by the type of feedstuff.

In some embodiments, the present invention provides a method for reducing
bioavailability of mycotoxins to an animal or human comprising: (a) providing: (i.) a
composition comprising a clay or clay component interlaced yeast cell wall extract, and (ii) a
material consumed by animal or human; (b) incorporating the clay or clay component
interlaced yeast cell wall extract into the material to produce a clay or clay component
interlaced yeast cell wall extract incorporated material; and (c) allowing the animal or human
to consume the clay or clay component interlaced yeast cell wall extract incorporated
material. In some embodiments, the material is a feedstuff, In some embodiments, about
0.0125% to about 0.4% by weight of the composition comprising a clay or clay component
interlaced yeast cell wall extract is added to a fecdstuff. In some embodiments, the material
is bedding. In some embodiments, the about 0.0125% to about 99.0% of the composition

comprising a clay or clay component interlaced yeast cell wall extract is added by weight to
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the bedding. In some embodiments, material is a liquid. In some embodiments, about
0.0125% to about 99.0% of the composition comprising a clay or clay component interlaced
yeast cell wall extract is added by weight to the liquid. In some embodiments, the animal is
selected from of avian, bovine, porcine, equine, ovine, and caprine, piscines, shellfish,
camelids, feline, canine, and rodent species. In some embodiments, the composition
comprising a clay or clay component interlaced yeast cell wall extract sequesters one or more
types of mycotoxins. In some embodiments, the mycotoxins are Aflatoxins, Zearalenone,
Trichothecenes, Fumonisins, Ochratoxins, or combinations thereof. In some embodiments,
the present invention further provides incorporating an additional agent into the clay or clay
component interlaced yeast cell wall extract incorporated material, wherein the agent is
selected from an esterase, epoxidase, yeast and/or bacterial strain.

In some embodiments, the present invention provides a method of producing a
commercial-scale quantity of clay or clay component interlaced yeast cell wall extract
comprising: (a) providing: (i) yeast starter culture and (ii) yeast cell culture media, wherein
the yeast cell culture media comprises the required nutrients for yeast growth and a clay or
clay component; (b) introducing the yeast starter culture into the yeast cell culture media; (c)
incubating the yeast in an industrial-scale fermenter under conditions configured to allow
yeast growth, wherein the yeast incorporate the clay or clay component into the yeast cell
wall during growth; (d) adding anti-foaming agent to the fermenter; (¢)  lysing the clay or
clay component interlaced yeast cells walls; and (f) separtating the clay or clay component
interlaced yeast cells walls from the other yeast components. In some embodiments, the
yeast is selected from Saccharomyces, Candida, Kluyveromyces, Torulaspora or
combinations thereof. In some embodiments, the clay is a mineral clay or synthetic clay
belonging to the silicate group. In some embodiments, the clay is a zeolitc, a bentonite, an
aluminosilicate, a montmerillonite, a smectite, a kaolinite, an organoclay or mixture thereof,
In some embodiments, the clay is an aluminosilicate clay. In some embodiments, the amount
of clay in the cell culture medium is from about 0.125% to about 4.0%. In some
embodiments, the amount of clay in the cell culture medium is from about 0. 5% to about
2.0%. In some embodiments, the amount of clay in the cell culture medium is from 0.125%
to 4.0%. In some embodiments, the amount of clay in the cell culture medium is from 0. 5%
to 2.0%. In some embodiments, the industrial-scale fermenter is between one thousand and
five million liters. In some embodiments, the anti-foaming agent is added to alleviate effects
of the clay on the incubation process. In some embodiments, the anti-foaming agent is a

nonsilicone molecular defoamer, oil-based defoamer, powder defoamer, water-based
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defoamer, silicone based defoamer, polyethylene glycol-based defoamer, polypropylene
glycol-based defoamer, or alkyl polyacrylates. In some embodiments, the anti-foaming agent
is a nonsilicone molecular defoamer. In some embodiments, the lysing comprises glass

beads, a bead beater and/or enzymatic treatment.

DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 shows A} a depiction of a yeast cell with clay and/or clay components
interlaced into the yeast cell wall, and B) a comparative description of (a) the yeast cell wall
of a yeast cell cultivated in the absence of clay and (b) the yeast cell wall of a yeast cell
grown/cultivated in the presence of clay.

Figure 2 shows a scanning electron micrograph of (A) a bentonite clay (Fluka); (B)
yeast cells cultivated in the absence of clay and a close-up of the glucan portion of the yeast
cell wall; (C1) yeast cells cultivated in the presence of 2% bentonite clay with detail of a
conglomerate formation of several yeast cells trapped in the lamellar structure of bentonite;
(C2) yeast cells cultivated in the presence of 2% bentonite clay with detail of an inclusion of
the clay directly in the yeast cell wall structure.

Figure 3 provides characteristics of yeast cell wall extracts prepared utilizing glass
beads and a minibead beater from yeast cells: cultivated in the absence of clay (Yeast Cell
Wall “YCW? only), yeast cells cultivated.in the presence of 0.5% clay (YCW +5%), yeast
cells cultivated in the presence of 1% clay (YCW+1.0%), and yeast cells cultivated in the
presence of 2.0% clay. Additionally, the percentages of adsorption of the mycotoxin
zearalanone for each of the samples.

Figure 4 provides characteristics of yeast cell wall extracts prepared utilizing protease
cutting from yeast cells cultivated in the absence of clay (YCW only), yeast cells cultivated in
the presence of 1% clay (YCW+1.0%), and yeast cells cultivated in the presence of 2.0%
clay.

Figure 5 depicts the anatomy of a yeast cell.

Figure 6 shows the composition of two batches of CIYCW produced at a semi-
industrial scale.

Figure 7 shows sequestration efficacy results obtained with the yeast cell wall semi-
industrial scale, with and without smectite clay and having been or not extracted with enzyme
hydrolysis. The level of inclusion of the sequestrants product for AFB1 and ZEA were

respectively of 0.1 and 0.4% in the reaction medium that was maintained at a constant pH of
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4.0. The assay was performed under orbital agitation during 90 min at 37°C and the amount
of bound toxin evaluated using HPLC equipped with a fluorescent detector.

Figure 8 shows sequestering efficacy results obtained with the yeast cell wall
production with smectite clay and having been extracted with enzyme hydrolysis. The level
of inclusion of the sequestrants product for AFB1 and ZEA were respectively of 0.1 and
0.4% in the reaction medium that was maintained at a constant pH of 4.0. The assay was
performed under orbital agitation during 90 min at 37°C and the amount of bound toxin
evaluated using HPLC equipped with a fluorescent detector.

Figure 9 shows adsorption results obtained with the different yeast cell wall coming
from three strains grown with or without clay MBB02 and having been or not extracted with
enzyme hydrolysis. The level of inclusion of the sequestrants product for AFB1 and ZEA
were respectively of 0.1 and 0.4% in the reaction medium that was maintained at a constant
pH of 4.0. The assay was performed under orbital agitation during 90 min at 37°C and the

amount of bound toxin evaluated using HPLC equipped with a fluorescent detector.

DEFINITIONS

As used herein, the term “yeast” and “yeast cells” refers to eukaryotic
microorganisms classified in the kingdom Fungi, having a cell wall, cell membrane and
intracellular components. Yeasts do not form a specific taxonomic or phylogenetic grouping.
Currently about 1,500 species arc know; it is estimated that only 1% of all yeast species have
been described.-The term "yeast" is often taken as a synonym for S. cerevisiae, but the
phylogenctic diversity of yeasts is shown by their placement in both divisions Ascomycota
and Basidiomycota. The budding yeasts ("true yeasts") are classified in the order
Saccharomyocetales. Most species of yeast reproduce asexually by budding, although some
reproduce by binary fission. Ycasts are unicellular, although some species become
multicellular through the formation of a string of connected budding cells known as
pseudohyphae, or false hyphae. Yeast size can vary greatly depending on the species,
typically measuring 3—4 um in digmeter, although some yeast can reach over 40 pm.

As used herein, the term “yeast cell wall” also referred to as “YCW?” refers to the cell
wall of a yeast organism that surrounds the plasmic membrane and the intracellular
components of the ycast. Yeast cell wall includes both the outer layer (mainly mannan) and
the inner layer (mainly glucan and chitin) of the yeast cell wall. A function of the cell wall is

to provide structure and protect the yeast interior (its metabolic activity center). Signaling and
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recognition pathways take place in the yeast cell wall. The composition of yeast cell wall
varies from strain to strain and according to growth conditions of yeast.

As used herein, the term “yeast cell wall extract” refers to the yeast cell wall of yeast
that has been ruptured or “lysed” (e.g., during a rupture and lysing stage) and separated from
the soluble intracellular components of the yeast cell.

The term "isolated" when used in relation to a yeast cell wall, as in "an isolated yeast
cell wall" or "isolated clay integrated yeast cell wall” or “isolated yeast cell wall comprising
altered glucan:mannan structure” refers to a yeast cell wall or component thereof that is
identified and separated from at least one component with which it is ordinarily associated in
its natural source. Thus, an isolated yeast cell wall is such present in a form or setting that is
different from that in which it is found in nature (e.g., that is separate from intracellular
components of yeast). In contrast, non-isolated yeast cell wall is a yeast cell wall or
component thereof found in the state they exist in nature. In some embodiments, isolated
yeast cell wall is used to describe yeast cell wall extract,

As used herein, the term "purified" or "to purify" refers to the removal of components
from a sample. For example, yeast cell walls or yeast cell wall extracts are purified by
removal of non-yeast cell wall components (e.g., plasmic membrane and/or yeast intracellular
components); they are also purified by the removal of contaminants or other agents that are
not yeast cell wall. The removal of non-ycast cell wall components and/or non-yeast cell
wall contaminants results in an increase in the percent of yeast cell wall or components
thereof in a sample. In another example, yeast cell walls comprising clay or clay components
integrated/interlaced into the yeast cell wall are purified by the removal of non-yeast cell wall
components (e.g., plasmic membrane and/or yeast intracellular components), thereby the
percent of yeast cell wall comprising clay or clay components integrated/interlaced into the
cell wall is increased in a sample.

As used herein, the term “concentrated yeast cell wall extract” refers to yeast cell wall
extract that is concentrated via one or more procedures (e.g., by arying (c.g., during a drying
and concentrating stage)). In another example, a concentrated yeast cell wall extract is a
yeast cell wall preparation or yeast cell wall extract preparation that is purified by removal of
non-yeast cell wall components.

As used herein, the terms “modified yeast” and “altered yeast” refer to yeast
cultivated in a way that alters the composition, structure and/or function of the yeast (e.g.,
that alters the composition, structure and/or function of the yeast cell wall (e.g., a yeast cell

wall comprising an altered glucan:mannan ratio and/or clay/clay component
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integrated/interlaced into the yeast cell wall that functions differently than a yeast cell wall
without altered glucan:mannan ratio and/or non-clay or non-clay component
integrated/interlaced yeast cell wall).

As used herein, the term “modified yeast cell wall” refers to yeast celt wall of
modified or altered yeast.

As used herein, the term “modified yeast cell wall extract” refers to yeast cell wall
extract of modified or altered yeast.

As used herein, the term “concentrated modified yeast cell wall extract” as used
herein refers to concentrated yeast cell wall extract derived from modified or altered yeast,
for example, in US Pat. No. 6,045,834.

As used herein, the terms “clay interlaced yeast,” “clay integrated yeast,” “clay

b1 N1

component intcrlaced yeast,” “clay component integrated yeast” refer to yeast grown or
cultivated in the presence of clay or clay components that has incorporated of interlaced clay
or clay components into the yeast cell wall. Clay or clay component interlaced yeast and is a
specific type of modified yeast.

As used herein, the term “interlaced” as in “clay interlaced yeast cell wall extract,”
clay component interlaced yeast cell wall extract,” or the like refers to the integration of clay
or clay component into yeast cell wall. Although a mechanism is not necessary to practice
the invention and the invention is not limited to any particﬁlar mechanism of action, in some
cmbodiments, interlacing of clay or clay component into yeast cell wall occurs during yeast
growth (e.g., after its asexual reproductive cycle (budding) (e.g., as a daugﬁtcr cell grows and
forms its yeast cell wall network, clay or clay component integrates into the yeast cell)). In
one cxample, elongation of the chains of glucan and/or chitin provide integration site(s)
involved in the integration of the clay or clay component during budding, resulting in the
daughter cell comprising clay or clay component integrated into its cell wall. In another
example, the macromolecular clay structure traps yeast cell(s) in its lamellar network,
wherein the yeast cell proceeds through budding, further integrating clay or clay component
into the yeast cell wall. Yeast cell wall integrated/interlaced clay and/or clay component(s)
remain integrated/interlaced in yeast cell wall post cell wall extraction.

As used herein, the terms “clay interlaced ycast cell wall,” “clay component
integrated yeast cell wall,” “clay component interlaced yeast cell wall,” and “clay integrated
yeast cell wall’refer to yeast cell wall of ycast grown or cultivated in the presence of clay that

has incorporated or interlaced clay or clay components into the yeast cell wall.




10

15

20

25

30

WO 2010/083336 PCT/US2010/021076

As used herein, the terms “clay interlaced yeast cell wall extract,” “clay component
interlaced yeast cell wall extract,” “clay integrated yeast cell wall extract,” and “clay
component integrated yeast cell wall extract” refer to yeast cell wall extract of yeast (e.g.,
wherein the yeast from which the cell wall extract is made are grown or cultivated in the
presence of clay) that has incorporated or interlaced clay or clay components into the yeast
cell wall.

As used herein, the terms “concentrated interlaced yeast cell wall extract” and
“concentrated integrated yeast cell wall extract” refer to concentrated ycast cell wall extract
of yeast grown or cultivated in the presence of clay that has incorporated or interlaced clay or
clay components into the yeast cell wall.

As used herein, the term "in vivo" refers to studies and/or experiments conducted
within a living organism, occurring within a biological organism.

As used herein, the term "in vitro" refers to an artificial environment outside the living
organism and to biclogical processes or reactions that would normally occur within an
organism but are made to occur in an artificial environment. In vitro environments can
comprise of, but are not limited to, test tubes and cell culture.

As used herein, the term “high-performance liquid chromatography” and the term
“HPLC?” refer to a form of liquid chromatography to separate compounds. The compounds
are dissolved in solution. Compounds are separated by injecting a plug of the sample mixture
onto the column. HPLC instruments comprise a reservoir of mobile phase, a pump, an
injector, a separation column, and a detector. The presence of analytes in the column effluent
is recorded by quantitatively detecting a change in refractive index, UV-VIS absorption at 2
set wavelength, fluorescence after excitation with a suitable wavelength, or electrochemical
TESpOonse.

As used herein, the term “scanning electron microscopy” and the term “SEM” refer to
a type of electron microscope that images the sample surface by scanning it with a high-
energy beam of electrons in a raster scan pattern. The electrons interact with the atoms that
make up the sample producing signals that contain information about the sampie's surface
topography, composition and other properties such as electrical conductivity.

As used herein, the term “fixation agent” refers to a chemical that is capable of fixing
one substance to another in order to “fix”, stabilize, or otherwise preserve the substance in its
current form to prevent the substance from degrading or otherwise changing. Often, fixation
agents are used in scanning electron microscopy (SEM) to prepare the sample. Primary

fixation agent: as used herein, the terms “primary fixation agent” refers to the first fixation
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agent used to “fix” a substance._Secondary fixation agent: as used herein, the terms
“secondary fixation agent” refers to the second fixation agent used to “fix” a substance.
Tertiary fixation agent: as used herein, the terms “tertiary fixation agent” refers to the third
fixation agent used to “fix” a substance.

As used herein, the term "analyte" refers to an atom, a molecule, a groﬁping of atoms
and/or molecules, a substance, or chemical constituent. An analyte, in and of itself cannot be
measured, rather, aspects or properties (physical, chemical, biological, etc.) of the analyte can
be determined using an analytical procedure, such as HPLC. For example, one cannot
measure a “chair” (analyte-component) in and of itself, but, the height, width, etc. of a chair
can be measured. Likewise, one cannot measure a mycotoxin but can measure the mycotoxin
fluorescence that is related to its concentration.

As used herein, the term "signal" is used generally in reference to any detectable
process that indicates that a reaction has occurred (for example, binding of antibody to
antigen). Signals can be assessed qualitatively as well as quantitatively. Examples of types
of “signals” include, but are not limited to, radioactive signals, fluorimetric signals or
colorimetric product/rcagent signals.

As used herein, the term “bioavailability” refers to the fraction of a molecule or
component that is available to an organism or reaches the systemic circulation. When a
molecule or component is administered intravenously, its bioavailability is 100%. However,
when a molecule or component is administered via other routes (such as orally), its
bioavailability decreascs (due to incomplete absorption and first-pass metabolismy).

As used herein, the term “absorb” refers to the process by which a material “takes in”
or “sucks up” another substance. For example, “absorption” may refer to the process of
absorbing or assimilating substances into cells or across the tissues and organs through
diffusion or osmosis (¢.g. absorption of nutrients by the digestive system or absorption of
drugs into the blood stream).

As used herein, the term “adsorption” refers to a process that occurs when a material
1s sequestered by, and/or accumulates on the surface of, a solid or a liquid (sequestrant and/or
adsorbent) (e.g. thercby forming a film of molecules or atoms (the adsorbatc)).

As used herein, the term “sequester” and/or the term “sequestration” refers to physical
association (¢.g., via docking or encasement) of two or more entities that come into contact
with one another (c.g., thereby forming a stable complex). Excmplary forms of associations
include, but are not limited to, hydrogen bonding, coordination, and ion pair formation.

Sequestration interactions may involve a variable number of chemical interactions (e.g.,
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chemical bonds) depending on the stereochemistry and geometry of cach entity (e.g., further
defining the specificity of the sequestration). When two or more entitics are sequestered they
may be sequestered by way of chemical bonds, but may also be associated via charge or other
type of interactions. '

As used herein, the term “sequestration agent™ and/or “sequestering agent”, refers to
an entity that is capable of inducing or otherwise being involved with a sequestration and/or
forming a complex with a second entity.

As used herein, the term “sorption” refers to both adsorption and absorption.

As used herein, the term "effective amount” refer§ to the amount of a composition
(e.g., comprising a yeast cell, yeast cell wall or modified yeast cell wall component of the
invention) sufficient to effect beneficial or desired results. An effective amount can be
administered and/or combined with another material in one or more administrations,
applications or dosages and is not intended to be limited to a particular formulation or
administration route,

As used herein, the term “digest” refers to the conversion of food, feedstuffs, or other
organic compounds into absorbable form; to soften, decompose, or break down by heat and
moisture or chemical action.

As used herein, “digestive system” refers to a system (including gastrointestinal
system) in which digestion can or does occur. '

As used herein, the term “feedstuffs” refers to material(s) that are consumed by
animals and contribute energy and/or nutrients to an animal’s diet. Examples of feedstuffs
include; but are not limited to, Total Mixed Ration (TMR), forage(s), pellet(s), concentrate(s),
premix(cs) coproduct(s), grain(s), distiller grain(s), molasses, fiber(s), fodder(s), grass(es),
hay, kernel(s), leaves, meal, soluble(s), and supplement(s).

As used herein, the term “animal” refers to those of kingdom Animalia. This
includes, but is not limited to livestock, farm animals, domestic animals, pet animals, marine
and freshwater animals, and wild animals.

As used herein, the terms "administration" and the term "administering" refer to the
act of giving & substance, including a drug, prodrug, or other agent, or therapeutic treatment
to a subject (e.g., a subject or in vivo, in vitro, or ¢x vivo cells, tissues, and organs).
Exemplary routes of administration can be through the cyes (ophthalmic), mouth (oral), skin
(topical or transdermal), nose (nasal), lungs (inhalant), oral mucosa (buccal), ear, rectal,

vaginal, by injection (e.g., intravenously, subcutancously, intratumorally, intraperitoneally,
cte.) and the like.
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As used herein, the term "co-administration" and the term "co-administering” refer to
the administration of at least two agent(s) or therapics to a subject and/or material (e.g.,
feedstuff). Co-administration of two or more agents or therapies can be concurrent, or a first
agent/therapy can be administered prior to a second agent/therapy.

Asused herein, the term "treatment” refers to the improvement and/or reversal of the
symptoms of discase (e.g., mycotoxicosis). The term "treatment" refers to both therapeutic
treatment and prophylactic or preventative measures. For example, subjects that may benefit
from treatment with compositions and methods of the present invention include those already
with a disease and/or disorder (¢.g., mycotoxicosis) as well as those in which a disease and/or
disorder is to be prevented (e.g., using a prophylactic treatment of the present invention).

As used herein, the term "at risk for disease” refers to a subject that is predisposed to
experiencing a particular disease. This predisposition may be genetic (e.g., a particular
genetic tendency to experience the disease, such as heritable disorders), or due to other
factors (e.g., age, weight, environmental conditions, exposures to detrimental compounds
present in the environment, etc.).

As used herein, the term "disease”, the term “infection” and the term "pathological
condition or response” refer to a state, signs, and/or symptoms that are associated with an
impairment of the normal state of a living animal or of any of its organs or tissues that
interrupts or modifies the performance of normal functions, and may be a response to
environmental factors (such as malnutrition, industrial hazards, or climate, including
mycotoxicosis), specific infective agents (such as worms, bacteria, or viruses), to inherent
defect of the organism (such as various genetic anomalies), or combinations of these and
other factors.

As used herein, the term “mycotoxicosis” refers to a condition in which mycotoxins
pass the resistance barriers of the human or animal body. Mycotoxicosis can be considered
either an infection or a disease and may have a deleterious effect on those afflicted.

As used herein, the term “mycotoxin” refers to toxic and/or carcinogenic
compound(s) produced by various fungal species.

As used herein, the term "suffering from disease" refers to a subject (e.g., an animal or
human subject) that is experiencing a particular disease and is not limited to any particular
signs or symptoms, or discase.

As used herein, the term "toxic" refers to any detrimental, deleterious, harmful, or
otherwise negative effect(s) on a subject, a cell, or a tissue as compared to the same cell or

tissue prior to the contact or administration of the toxin/ toxicant.
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As used herein, the term “acid” as used herein refers to any chemical compound that
can donate proton(s) and/or accept electron(s). Acids include, but are not limited to,
hydrochloric, hydrobromic, sulfuric, nitric, perchloric, fumaric, maleic, phosphoric, glycolic,
lactic, salicylic, succinic, toluene-p-sulfonic, tartaric, acetic, citric, methanesulfonic,
ethanesulfonic, formic, benzoic, malonic, sulfonic, naphthalene-2-sulfonic, benzenesulfonic
é.cid, and the like. Other acids, such as oxalic, while not in themselves pharmaceutically
acceptable, may be employed in the preparation of salts useful as intermediates in obtaining
the compounds of the invention and their pharmaceutically acceptable acid addition salts.

As used herein, the term “base” refers to any chemical compound that can accept
proton(s) and/or donate electron(s) or hydroxide ions. Bases include, but are not limited to,
alkali metal (¢.g., sodium) hydroxides, alkaline carth metal (¢.g., magnesium) hydroxides,
ammonia, and compounds of formula NW,", wherein W is Cy 4 alkyl, and the like.

Asused herein, the term "salt" refers to compounds that may be derived from
inorganic or organic acids and bases. Examples of salts include, but are not limited to,
acetate, adipate, alginate, aspartate, benzoate, benzenesulfonate, bisulfate, butyrate, citrate,
camphorate, camphorsulfonate, cyclopentanepropionate, digluconate, dodecylsulfate,
ethanesulfonate, fumarate, flucoheptanoate, glycerophosph_ate, hemisulfate, heptanoate,
hexanoate, chloride, bromide, iodide, 2-hydroxyethanesulfonate, lactate, maleate,
methancsulfonate, 2-naphthalencsulfonate, nicotinate, oxalate, palmoate, pectinate,
persulfate, phenylpropionate, picrate, pivalate, propionate, succinate, tartrate, thiocyanate,
tosylate, undecanoate, and the like. Other examples of salts include anions of the compounds
of the present invention compounded with a suitable cation such as Na*, NH,", and NW,*
(wherein W is a C; 4 alkyl group), and the like.

As used herein, the term "pharmaceutical composition” refers to the combination of
an active agent (e.g., a composition comprising a viable yeast cell, yeast cell wall, or
modtified yeast cell wall component of the invention) with a carrier, inert or active, making
the composition especially suitable for diagnostic or therapeutic use in vitro, in vivo or ex
vivo,

As used herein, the term "pharmaceutically acceptable" and the term
"pharmacologically acceptable” refer to compositions that do not substantially produce more
known adverse reactions than known beneficial reactions.

As used herein, the term “antifoaming agent” refers to an additive used to prevent
formation of foam or is added to break foam alrcady formed. An “antifoaming agent” also

referred to as “antifoamer” or “‘defoamer” refers to an additive which reduces the surface
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tension of a solution or media or emulsion or broth in fermenters because of acration or
agitation, thus inhibiting or modifying the formation of a foam. Commonly used agents are
insoluble oils, dimethyl polysiloxanes and other silicones, certain alcohols such as
stearyldecanol, octal decanol, sulphonates, stearates and glycols.

As used herein, the term “cell” refers to an autonomous self-replicating unit that may
exist as functional independent unit of life (as in the case of unicellular organism, e.g. yeast),
or as sub-unit in a multicellular organism (such as in plants and animals} that is specialized
into carrying out particular functions towards the cause of the organism as a whole. There are
two distinct types of cells: prokaryotic cells and eukaryotic cells.

As used herein, the term “eukaryote” refers to organisms whose cells are organized
into complex structures enclosed within membranes. “Eukaryotés” are distinguishable from
“prokaryotes." The term “prokaryote” refers to organisms that lack a cell nucleus or other
membrane-bound organelles. The term “eukaryote” refers to all organisms with cells that
exhibit the typical characteristics of eukaryotes, such as the presence of a true nucleus
bounded by a nuclear membrane, within which lie the chromosomes, the presence of
membrane-bound organelles, and other characteristics commonly observed in eukaryotic
organisms. Thus, the term includes, but is not limited to such organisms as fungi, protozoa,
and animals.

As used herein, the term "cell culture” refers to any in vitro culture of cells. Included
within this term are continuous cell lines (e.g., with an immortal phenotype), primary cell
cultures, transformed celi lines, finite cell lines (e.g., non-transformed cells), and any other
cell population maintained in vitro. _

As used herein, the term “cell reproduction” refers to a process of cell multiplication
having three primary stages. The first stage of cell reproduction involves the replication of
the “parental cell's DNA. The second stage is the separation of the duplicated DNA into two
equally sized groups of chromosomes. The third stage is the physical division of entire cells,
usually called cytokinesis. Cell reproduction is more complex in eukaryotes than in other
organisms. Non-eukaryotic cells such as bacterial cells reproduce by binary fission, a process
that includes DNA replication, chromosome segregation, and cytokinesis. Eukaryotic cell
reproduction either involves mitosis or a more complex process called meiosis. Mitosis and
meiosis are sometimes called the two "nuclear division" processes. Binary fission is similar to
cukaryotic cell reproduction that involves mitosis. Both lead to the production of two
daughter cells with the same number of chromosomes as the parental cell. Meiosis is used for

a special cell reproduction process of diploid organisms. It produces four special “daughter
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cells” (gametes) which have half the normal cellular amount-of DNA. A malc and a female
gamete can then combine to produce a zygote, a cell which again has the normal amount of
chromosomes. |

| As used herein, the term “yeast reproduction” refers to the reproduction cycle of
yeast, which have asexual and sexual reproductive cycles, however the most common mode
of vegetative growth in yeast is asexual reproduction by “budding” or “fission” with a
“daughter cell” that 1s forfned on the “parent cell”. The nucleus of the parent cell splits into a
daughter nucleus and migrates into the daughter cell. The bud continues to grow until it
separates from the “parent cell”, forming a new cell. Under high stress conditions haploid
cells will generally die, however under the same conditions diploid cells can undergo
sporulation, entering sexual reproduction (meiosis) and producing a variety of haploid spores,
which can go on to mate (conjugate), reforming the diploid.

As used herein, the term “budding” refers to a type of cell division in fungi (e.g.
yeast) and in protozoa in which one of the “daughter cells” develops as a smaller protrusion
from the other. Usually the position of the budding cell is defined by polarity in the “parent
cell”. In some protozoa the budded daughter may lie within the cytoplasm of the other
daughter.

As used herein, the term “daughter cell” refers to one of the two or more cells formed
in the division of a parent cell.

As used herein, the term “parent cell” and the term “mother cell” refer to the cell
giving rise to daughter cells by cell division.

As used herein, the term “inoculation” refers to the act of introducing a
microorganism or suspension of microorganisms (e.g. yeast, fungi, bacteria, etc.) into a
culture medium. Inoculation is the act or process of introducing something to where it will
grow or reproduce,

As used herein, the term “inoculum” and the term “pre-inoculum” refer to cells used
in an inoculation, such as cells added to start a culture,

As used herein, the term *“growth procedure™ refers to the reproduction of living cells
applied to yeast cells where the phrase "cell growth" is shorthand for the idea of "growth in
cell numbers by means of cell reproduction.” During cell reproduction one cell (the "parental
cell” or “mother cell”) divides to produce “daughter cells”.

As used hercin, the term “cultivate yeast” and the term “growing yeast” refer to the

act of populating and/or propagating yeast,
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As used herein, the term “centrifugation” refers to the separating of molecules by size
or density using centrifugal forces generated by a spinning rotor that puts an object in rotation
around a fixed axis, applying a force perpendicular to the axis. The centrifuge works using
the sedimentation principle, where the centripetal acceleration is used to evenly distribute
substances of greater and lesser density into different layers of density.

As used herein, the term “concentration” refers to the amount of a substance per
defined space. Concentration usually is expressed in terms of mass per unit of volume. To
dilute a solution, one must add more solvent, or reduce the amount of solute (e.g., by
selective evaporation, spray drying, freeze drying, ¢.g., concentrated yeast cell wall extract or
concentrated modified yeast cell wall extract). By contrast, to concentrate a solution, one
must add more solute, or reduce the amount of solvent.

As used herein, the term “layer” refers to a usually horizontal deposit organized in
stratum of a material forming an overlying part or segment obtained after separation by
centrifugation in relation with the density properties of the material.

As used herein, the term “harvest” refers to the act of collecting or bringing together
materials that have been produced (e.g. bringing together materials produced during yeast
production).

As used herein, the term “clay” refers to mineral clays, synthetic, organoclays and any
mixture(s) thereof.

As used herein, the term “mineral clay” refers to a naturally occurring or synthetic
material composed primarily of fine-grained minerals (silicates) that show plasticity through
a variable range of water content (which may be a result of water trapped in the structure by
polar attraction) and can be hardened when dried and/or fired. Examples of silicates include,
but are not limited to, phyllosilicate, bentonite, zeolite, aluminosilicate, montmorillonite,
smectite, kaolinite.

As used herein, the term “organoclay™ and the term “modified clay” refer to an
organically modified phyllosilicate, derived from a naturally occurring clay mineral. By
exchanging the original interlayer cations fbr organocations (typically quaternary
alkylammonium ions) or polysaccharides, an organophilic surface is generated, consisting of
covalently linked organic moieties. The lamellar structure remains analogous to the parent
phyllosilicate. .

As used herein, the term “drying” refers to spray drying, frecze drying, air drying,

vacuum drying or any other kind of process that reduces or eliminates liquid in a substance.
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As used herein, the term “spray drying” refers to a commonly used method of drying
a substance containing liquid using hot gas to evaporate the liquid to reduce or eliminate
liquid in the substance. In other words the material is dried byway of spraying or atomizing
into a draft of heated dry air. '

As used herein, the term “freeze-drying” and the term “lyophilization” and the term
“cryodesiccation” refer to the removal of a solvent from matter in a frozen state by
sublimation. This is accomplishéd by freezing the material to be dried below its eutectic
point and then providing the latent heat of sublimation. Precise control of heat input permits
drying from the frozen state without product melt-back. In practical application, the process
is accelerated and precisely controlled under reduced pressure conditions.

As used herein, the term “dry free flowing powder” refers to a free flowing dry
powder.

As used herein, the term “grinding” refers to reducing particle size by impact,
shearing, or attrition. |

As used herein, the term “washing” refers to the removal or cleansing {e.g., using any
type of solute (e.g. distilled water, buffer, or solvent) or mixture) of impurities or soluble
unwanted component of a preparation (¢.g., a yeast ccll wall extract may be washed to
remove non-yeast cell wail components from the sample).

As used herein, the term “enzyme” refers to as a protein or protein-based molecule
with a characteristic sequence of amino acids that fold to produce a specific three-
dimensional structure which gives the molecule unique properties and that acts as a catalyst
or a chemical for specific chemical reactions, converting a specific set of reactants (called
substrates) into specific products.

As used herein, the term "peptide,” the term "polypeptide” and the term "protein™
refer to a primary sequence of amino acids that are joined by covalent "peptide linkages.”
Generally, a peptide consists of a few amino acids, typically from 2-50 amino acids, and is
shorter than a protein. The term "polypeptide" encompasses peptides and proteins. Peptides,
polypeptides or proteins can be synthetic, recombinants or naturally occurring. A synthetic
peptide is produced by artificial means in vitro (e.g., was not produced in vivo).

As used herein, the term “proteases” refers to any of various enzymes, including the
endopeptidases and exopeptidases that catalyze the hydrolytic breakdown of proteins into
peptides or amino acids.

As used herein, the term “lysis” refers to the disintegration or rupture of the yeast cell

membrane and yeast cell wall resulting in the release of the intracellular components. As used
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herein, “lysis” occurs as a result of physical/ mechanical, enzymatic (including autolysis and
hydrolysis) or osmotic mechanisms (including “alcohol shocking” and hydrolysis).

As used herein, the term “autolysis” refers to the breakdown of a part or whole cell or
tissue by self-produced enzymes.

As used herein, the term “hydrolysis”, refers to the process of splitting a compound
into fragments with the addition of water {e.g., that is used to break down polymers into
simpler units (e.g. starch into glucose)).

As used herein, “alcohol shocking” refers to an osmotic stress generated by the
addition of an alcohol (e.g. ethanol) to growth medium to create a difference between the
osmotic pressure of the medium and the osmotic pressure inside cells (e.g., yeast cells)
growing in the medium. Alcohol shocking may lead to the lysis of cells (e.g., yeast cells)
grown in the medium.

As used herein, the term “osmosis” refers to the diffusion of a solvent (e.g., water)
through a semi-permeable membrane, from a solution of low solute concentration (high water
potential) to a solution with high solute concentration (low water potential), up a solute

concentration gradient. It is a physical process in which a solvent moves, without input of

_energy, across a semi-permeable membrane (permeable to the solvent, but not the solute)

separating two solutions of different concentrations. Net movement of solvent is from the
less-concentrated (hypotonic) to the more-concentrated (hypertonic) solution, which tends to
reduce the difference in concentrations.

As used hercin, the term “osmotic stress” and the term “osmotic shock” refer to a
sudden change in the solute concentration around a cell, causing a rapid change in the
movement of water across its cell membrane. Under conditions of high concentrations of
either salts, substrates or any solute in the supernatant water is drawn out of the cells through
osmosis. This also inhibits the transport of substrates and cofactors into the cell thus
“shocking” the cell. Alternatively, at low concentrations of solutes, water enters the cell in
large amounts, causing it to swell and either burst or undergo apoptosis.

As used herein, the term "sample"” is used in a broad sense including a specimen or
culture obtained from any source, as well as biological and environmental samples.
Biological samples may be obtained from animals (including humans) and encompass fluids,
solids, tissues, and gases. Biological samples include blood products, such as plasma, serum
and the like. Environmental samples include environmental material such as surface matter,

soil, water, crystals and industrial samples.
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As used herein, the term “complex” refers to an entity formed by association between
two or more scparate entities (e.g., association between two or more entities wherein the
entities are the same or different (e.g., same or different chemical species). The association
may be via a covalent bond or a non-covalent bond (e.g., via van der Waals, electrostatic,
charge interaction, hydrophobic interaction, dipole interaction, and/or hydrogen bonding

forces (e.g., urethane linkages, amide linkages, ester linkages, and combination thereof)).

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The present invention provides novel yeast cells comprising a cell wall structure that
has been modified (e.g., clay and/or clay components are interlaced into the yeast cell wall
and/or the glucan:mannan ratio has been altered), methods of producing the same,
compositions comprising and/or derived from the same, and methods of using the same (e.g.,
to scquester bacteria and mycotoxins). '

In some embodiments, the present invention provides a yeast cell wall extract (¢.g., an
isolated, purified, modified and/or concentrated cell wall extract) comprising clay and/or clay
component(s) interlaced into the cell wall {e.g., due to cultivation of the yeast cell in the
presence of a clay) and/or yeast cell wall extract comprising altered glucan:mannan structure.
In some embodiments, the clay interlaced yeast cell wall extract comprising clay and/or clay
component interlaced into the yeast cell wall and/or yeast cell wall extract comprising altercd
glucan:mannan structure is admixed or otherwise added to feedstuffs, organic matter (c.g.,
bedding), and/or water thereby sequcst;ring mycotoxins (e.g., while in the gastrointestinal
tract of the animal or during filtration), and negating or reducing the negative effects of
mycotoxins. Thus, in some embodiments, the present invention provides methods that
significantly improve the adsorptive/sequestering properties of yeast cell wall-based material
toward mycotoxins (¢.g., that significantly adsorb and/or sequester and/or limit the
bioavailability of a variety of mycotoxins (e.g., not adsorbed to and/or not sequestered using
clay alone, yeast cell wall extract alone, a combination of yeast cell wall extract to which a
clay is later added on a dry blend basis; and/or a chemical grafting of polysaccharide
materials on top of clay based products) in the digestive tract of an animal).

 Insome embodiments, the present invention provides a novel preparation of yeast
cells grown in the presence of one or more clays. In some embodiments, clay interlaced yeast
cell walls are extracted from the clay interlaced yeast cells grown in the presence of one or
more clays. In some embodiments, the clay interlaced yeast cell wall extract is purified

and/or concentrated. As described herein, the present invention is not limited to any
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particular yeast cell strain or to any particular clay. In some embodiments, the clay source 1s
a standard commercial grade clay source (e.g., selected for exhibiting in vitro, in vivo, and/or
ex vivo properties toward mycotoxins, or a clay source selected because it does not exhibit in
vitro, in vivo, and/or ex vivo properties toward mycotoxins). Compositions and methods of
the present invention can be utilized for adsorbing and/or sequestering of mycotoxins in a
variety of subjects. Indeed, the present invention is not limited by the type of subject that
benefits from the compositions and methods described herein. The present invention can
benefit all animals, however, exemplary subjects include, but are not limited to, humans,
avian, bovine, porcine, equine, ovine, caprine, canine, feline, piscine, camelid, rodent species
as well as fish and shellfish subjects. In some embodiments, when admixed with organic
matter (e.g., including bedding and feedstuffs), and/or water, and/or fed directly to a subject,
compositions of the present invention decrease the absorption or uptake of mycotoxins by the
subject, thercby alleviating reduced performance, health and/or reducing the incidence
mycotoxin-associated diseases and pathological responses in the subject.

In some embodiments, the present invention provides a method for making and/or
generating yeast cells comprising clay and/or clay component(s) interlaced into the yeast cell
wall, and/or comprising an altered glucan:mannan structure. For example, in some
embodiments, the present invention provides a yeast cell generated and/or cultivated in the
presence of a clay wherein the yeast cell wall comprises a glucan:mannan ratio that is greater
than (e.g., 2.5% greater, 5% greater, 10% greater, 15%, 20% greater, 25% greater, 30%
greater, 40% greater, 50% greater or more) the glucan:mannan ratio of yeast cells
generated/cultivated in the absence of a clay (Sce, ¢.g., Example 2). In some embodiments,
the present invention provides a yeast cell wall extract obtained from (e.g., isolated, purified
and/or concentrated from) a viable yeast cell generated and/or cultivated in the presence of a
clay whercin the yeast cell wall comprises a glucan:mannan ratio that is greater (e.g., 2.5%
greater, 5% greater, 10% greater, 15%, 20% greater, 25% greater, 30% greater, 40% greater,
50% greater or more) than the glucan:mannan ratio of yeast cells gencrated/cultivated in the
absence of a clay (See, e.g., Example 2).

Thus, the present invention provides novel, clay interlaced yeast cell wall extract from
yeast cultivated in the presence of a clay, and methods of generating the same. In some
embodiments, a method of generating yeast cells comprises cultivating yeast cells including,
but not limited to, Saccharomyces , Candida, Kluyveromyces, and Torulaspora species in the
presence of one or more clays in order to alter or otherwise modify the yeast cell wall (e.g., in

order to enhance the ability of the yeast cell wall to adsorb and/or sequester mycotoxins (e.g.,
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due to the yeast cell wall interlaced with clay and/or clay component(s) and/or comprising an
altered glucan:mannan structure)). In some embodiments, the present invention provides the
blending of one or more clay based materials including, but not limited to, silicates (e.g.,
group of tectosilicates {¢.g., zeolites, quartz, feldspars); phyllosilicates (e.g., kaolinite,
halloysite, dicktite, nacrit, chysotile, antigorite, lizardite, talc), pyrophyllites, smectites (e.g.,
montmorillenite, beidellite, nontronite; vermiculites, micasantigorite, muscovite, illite,
phengite, biotite); sepiolite, palygorskite, attapulgite), and/or a hydrated aluminum silicate
(c.g., montmorillonites , bentonite}) to a yeast cell culture medium (e.g., as described in
Examples 1, 5, and 6). The present invention provides that the viable yeast cells incorporate
the clay and/or clay components into the yeast cell wall structure (e.g., as shown in Figures
1A and 1B and Figure 2). In some embodiments, the one or more clays blended into a yeast
cell culture medium are present at a concentration of about 0.075%, 0.1%, 0.125%, 0.25%,
0.5%, 1%, 2%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 12%, 15%, or more of the total growth
medium. In some embodiments, the amount of one or more clays blended into a yeast cell
culture medium does not exceed 2% of the final content of a reactor in which the yeast cells
are grown. In some embodiménts, an amount of clay added to yeast cell culture medium is
chosen that docs not lead to swelling of the yeast cell culture medium (e.g., is about 2.0% or
less). In some embodiments, the amount of clay added to yeast cell culture medium is chosen
that produces a yeast cell wall extract harvested from the yeast that compriscs an amount of
clay that has regulatory approval for use as a feed additive in non-medicated animal feed
(e.g., does not to exceed 2% in total ration). In some embodiments, a food-grade anti-
foaming agent or defoamer is added to the cell culture medium, (c.g., including but not
limited to, nonsilicone molecular defoamers, oil based defoamers (e.g., mineral oil, vegetable
oil, white oil, or other oil that is insoluble in the foaming medium) or silicone compound
based defoamers (e.g., delivered as an oil or water based emulsion)). In some embodiments,
waxes (€.g., cthylene bis stearamide (EBS), paraffinic waxes, ester waxes or fatty alcohol
waxes) and/or hydrophobic silica are added to improve emulsification and spreading in the
foaming medium.

Experiments conducted during development of embodiments of the invention
identified a number of factors as important for growth of yeast celis in the presence of one or
more clays. For example, in some embodiments, it is preferred to maintain the (w/v)
relationship (e.g., corresponding to grams/cubic centimeter (g/cc)) Between the clay support
material and the water at or below 3% (e.g., to avoid reaching a solid or semi-solid state (e.g.,

due to water adsorption and retentiveness of the clay material)). Thus, water sorption of the
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water-swellable hydrated aluminum silicate is a limiting factor impacting the ratio of clay
support material to water in the formulation of a culture medium of the present invention. In
some embodiments, culture media and bottles used are sterilized, and inoculation with
microorganisms is effected in accordance with standard procedures. For example, in some
embodiments, a pre-inoculum is prepared with active dry yeast in a bottle of sterile deionized
water and incubated at about 25-30 °C (e.g., 28°C) for a sct period of time (e.g., 20 min). In
some embodiments, inoculation of the pre-inoculum 1s aseptically performed (c.g., ata
temperature of about 30°C). In some embodiments, pH and glucose levels are monitored and
maintained. In some embodiments, agitation of the culture is increased incrementally (e.g.,
from 100 to 500 rpm) during growth. In some embodiments, one or more clays are added
aseptically to the culture during growth (e.g., when less than half, about half, or more than
half of the culture nutrients are consumed).

In some embodiments, as the amount of clay blended into the yeast cell culture

medium increases (e.g., in an amount dependent upon the type of clay or clays used) the

. swelling properties of the clay material inhibits yeast cell growth.

In some embodiments, growing yeast in clay-blended yeast cell culture medium
provides conditions which stress the growing yeast. Although the present invention is not
limited to any particular mechanism of action, and an understanding of the mechanism of
action is not necessary to practice the present invention, in some embodiments, the stress
applied to the yeast by the clay-blended cell-culture medium causes yeast to produce more
glucan, resulting in increased ratios of ghican:mannan.

In some embodiments, the present invention provides that yeast cells cultivated in the
presence of one or more clays not only interlaces the clay and/or a component of the clay into
the yeast cell wall, but also display an altered cell wall composition (e.g., characterized by
altered ratios of glucan:mannan, total protein content, and/or remnant amounts). For
cxample, the present invention provides yeast cells comprising a glucan:mannan ratio that is
greater (e.g., 2.5% greater, 5% greater, 10% greater, 15%, 20% greater, 25% greater, 30%
greater, 40% greater, 50% greater or more) than the glucan:mannan ratio of the yeast cells
cultivated in the absence of clay (See, e.g., Example 2). The present invention also provides
yeast cells and yeast cell wall extracts comprising an enhanced total protein content (e.g.,
100%, 200%, 300%, 400%, 500% or more enhance protein content) compared to the total

protein content of yeast cells and/or yeast cell wall extracts generated in the absence of a clay
(See, e.g., Example 2).
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In some embodiments, the present invention provides yeast cell wall extracts
comprising clay and/or clay component(s) interlaced into the yeast cell wall and/or
comprising an altered glucan:mannan ratio of the structure, that provides superior mycotoxin
scquestration propertics than conventional compositions. The Iﬂresent invention 1s not limited
by any particular method of generating a yeast cell wall extract from yeast cultivated in the
presence of one or more clays. Indeed, a variety of procedures may be utilized to generate
yeast cell wall extracts including, but not limited to, use of glass beads and a bead beater,
enzymatic (e.g., protease {(e.g., papain)) treatment, mechanical lysis, autolysis and hydrolysis,
and other methods known in the art (See, ¢.g., Peppler, H. J. 1979. Production of yeasts and
yeast products. Page 157 in: Microbial Technology & Microbial Processes, Vol.1 (2d Ed.),
Academic Press). Following lysis and extraction, clay and/or clay component
interlaced/integrated yeast cell wall is washed to remove intracellular components and to
purify and concentrate the extract. The resulting extract may be dried by any of a number of
methods common in the art including, but not limited, freeze-drying and/or spray-drying
(e.g., to form a hygroscopic water-insoluble powder).

Accordingly, the invention provides, in some embodiments, yeast cell wall extract
comprising clay and/or clay component interlaced directly into the yeast cell wall. In some
embodiments, a composition comprising a yeast cell wall extract of the invention comprising
clay and/or clay components integrated dircctly into the yeast cell wall comprises less than
about 0.5% clay, 0.5-1%, 1-2%, 2-5%, 5-10%, 10-15%, 15-20%, 20-30%, 30-40%, 40-50%,
50-60%, 60-70%, 70% or more clay and/or clay component as part of a yeast cell wall extract
(on a w/w % basis). In some embodiments, increasing the amount of clay in a culture
medium increases the amount of clay and/or clay component content of a yeast cell wall
cxtract.

In some embeodiments, clay that is added to yeast cell growth medium that is not
incorporated into a yeast cell is collected and utilized in a subsequent yeast cell growth
procedure (e.g., the unincorporated clay material is recycled). For example, recycling of clay
material is facilitated by the sedimentation properties of the clay compared to yeast. Indeed,
experiments conducted during development of embodiments of the invention have produced
two recoverable layers, (i) a bottom layer containing clay material only (at 99%); and (ii) a
fop layer containing a clay fraction incorporated into yeast. Thus, although a mechanism is
not necessary to practice the present invention and the present invention is not limited to any
particular mechanism of action, in some embodiments, the present invention provides a direct

inclusion of clay particles into and/or onto the yeast cell wall (c.g., that survives yeast cell
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wall extract preparation processés (e.g., via direct interlacing of clay or clay component into
the glucan polymer chains of the yeast cell wall)). In other embodiments, a clay fraction
traps a yeast cell during culture and upon budding, together with daughter cells, the yeast
cells are encaged in a clay comprising macrostructure before the yeast is lysed and its
intracellular components removed by washing. In some embodiments, glucan chains grow in
between the lamellar structure of the clay.

In some embodiments, a yeast cell or yeast cell wall component (e.g., a yeast cell wall
extract generated and isolated as described herein (e.g., comprising clay or clay component
interlaced into the yeast cell wall and/or comprising an altered glucan and/or mannan
structure)) is combined with one or more other agents including, but not limited to, an
enzyme (e.g., esterase, epoxidase), a bacteria, a yeast or yeast component, clay, etc. (¢.g.,
prior to admixing with feeds, incorporating into pelleted feeds, and/or feeding to animals)).

In some embodiments, the present invention utilizes yeast cells comprising altered
yeast cell wall structure (e.g., clay and/of clay component interlaced into the yeast cell walls
and/or cell walls comprising altered glucan and/or mannan structure), compositions
comprising the same, and/or compositions derived from the same, that are utilized with one
or more methods and/or materials described herein for use in compositions and/or methods
for the reduction, removal and/or elimination of mycotoxins (e.g., physical, mixing, chemical,
microbiological methods described herein (e.g., to adsorb and/or sequester bacteria and
toxins)). For example, in some embodiments, a yeast cell or yeast cell wall component (e.g.,
a yeast cell wall extract produced as described herein (e.g., coinprising clay or clay
component(s) interlaced into the yeast cell wall and/or comprising an altered glucan and/or
mannan structure)) is utilized with one or more physical, mixing, chemical, or
microbiological metheds described herein to sequester mycotoxins.

The present invention is not limited by the type of mycotoxin sequestered. Indeed,
compositions of the present invention (e.g., clay interlaced yeast cell wall extracts) can be
utilized to adsorb and/or sequester a variety of mycotoxins including, but not limited to,
acetoxyscirpenediol, acetyldeoxynivalenol, acetylnivalenol, acetylneosolaniol, acetyl T-2
toxin, extended to all aflatoxins, aflatoxin B1, B2, G1 and G2, aflatrem, altcnuic acid,
alternariol, austdiol, austamide, austocystin, avenacein +1, beauvericin +2, bentenolide,
brevianamide, butenolide, calonectrin, chaetoglobosin, citrinin, citreoviridin, cochliodinol,
cytochalasin E, cyclopiazonic acid, deacetylcalonectrin, deactylneosolaniol, deoxynivalenol
diacetate, deoxynivalenol monoacetate, diacetoxyscirpenol, destruxin B, enniatins, extended

to all ergot toxins and endophytes, fructigenin +1, fumagilin, famonisins, fumonisins B1 and
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B2 and B3, Fusarenon-X, Fusarochromanone, fusaric acid, fusarin, gliotoxin, HT-2 toxin,
ipomeanine, islanditoxin, lateritin +1, lycomarasmin +1, malformin, maltoryzine,
moniliformin, monoacetoxyscirpenol, neosolaniol, nivalenol, NT-1 toxin, NT-2 toxin,
cxtended to all ochratoxins, oosporein, oxalic acid, patulin, penicillic acid, penitrem, roridin
E, rubratoxin, rubroskyrin, rubrosulphin, rugulosin, sambucynin +1, satratoxins, F,G,H,
scirpentriol, slaframine, stericoncentrated modified yeast cell wall extracttocystin, T-1 toxin,
T-2 toxin, triacetoxyscirpendiol extended to all trichothecenes, trichodermin, trichothecin,
trichoverrins, trichoverrols, tryptoquivalene, verrucarin, verruculogen, viopurpurin,
viomellein, viriditoxin, xanthocillin, yavanicin+1, zearalenols, zearalanones, zearalenone, and
subfamilies and/or derivatives of the same. In some embodiments, compositions and
methods of the invention are utilized to adsorb and/or sequester aflatoxins, zearalenone,
ochratoxins, trichothecene, fumonisin, patulin, and/or endophyte related ergot and possible
conjugates and metabolites of the aforementioned mycotoxins. Experiments conducted
during development of the invention demonstrate the benefit(s) of using the present invention
compared to historical or conventional methods. For example, as described hercin, a
drawback of using a composition comprising only (1) a clay, (2) a composition comprising
only a yeast cell wall extract, as well as (3) a composition comprising a yeast cell wall extract
to which a clay has been added, is that such compositions and methods of using the same are
less cffective means than the present invention for reducing the negative effects of
mycotoxins and have more drawbacks. However, clay interlaced yeast cell wall extracts of
the present invention (¢.g., comprising clay and/or clay component intcrlaced into the ycast
cell wall, and/or comprising an altered glucan and/or mannan structure) display the
unexpected ability to sequester a variety of mycotoxins, and also display a strikingly
enhanced ability to adsorb mycotoxins compared to conventional compositions (e.g., a
composition comprising only clay(s), a composition comprising only a yeast cell wall extract,
as well as a composition comprising a yeast cell wall extract to which clay(s) has been added,
See Examples 2-3). Thus, the present invention provides compositions and methods that
display unexpected and superior sequestration and/or adsorption properties with respect to a
variety of mycotoxins not found in conventional compositions and methods. Thus, the
present invention provides clay interlaced yeast cell wall-based materials and methods of
making and using the same to provide an cfficient method to sequester mycotoxins in the
digestive tract of animals and humans (e.g., via adsorbing mycotoxins present in feedstuffs,
other organic matter and/or water) while also providing lower or no adsorption of beneficial

nutrients and lesser or no negative effects on the environment.
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In some embodiments, a preferred physical form of the invention is a dry free-flowing
powder suitable for direct inclusion into feedstuffs, other organic matter (e.g., bedding) or as
a direct supplement to an animal.

Compositions of the invention can be added to any organic matter (e.g., bedding,
feedstuff for animals, feedstuff for humans) and/or water (e.g., water used for animal and/or
human consumption, environmental water (e.g., ponds, lakes, reservoirs, fish tanks, etc.)) to
remove mycotoxins from the 1ﬁatter. When incorporated directly into animal feedstuffs, a
composition of the invention is added in amounts ranging from about 0.0125% to about 0.4%
by weight of feed. When incorporated into other organic matter (e.g., animal bedding), a
composition of the invention is added in amounts ranging from about 0.0125% to about
99.9%. When incorporated into a liquid (e.g., water (e.g., for filtration)), a composition of
the invention is added in amounts ranging from about 0.0125% to about 100%. In some
embodiments, a composition of the invention is added to feedstuffs in amounts from about
0.025% to about 0.2% by weight of feedstuff. Alternatively, compositions of the invention
are directly fed to animals as a supplement (e.g., in an amount ranging from about 2.5 to
about 20 grams per animal per day). Onc of ordinary skill in the art imrﬁediately appreciates
the amount to be fed varies depending upon animal species, size, the type of feedstuff to
which a composition of the invention is added, bedding material, water source, etc.

Compositions of the invention can be fed to any animal and humans. When admixed
with feedstuffs or used as a feed supplement, compositions of the invention decrease
mycotoxin bioavailability, absorption or uptake of mycotoxins by the animal, improve
performance and/or health and reduce incidence of disease. In some embodiments, whenn,
compositions of the invention are added to organic material that animals and humans come
mto contact with (e.g. bedding), compositions of the invention decrease mycotoxin
bioavailability (e.g., decrease absorption and/or uptake of mycotoxins by the animal) thereby
improving performance and health and reducing incidence of diseasc. In some embodiments,
compositions of the invention are added to water that is intended for use by animals or
humans (e.g., for consumption or other purpose), thereby decreasing mycotoxin
bioavailability (e.g., decrease absorption and/or uptake of mycotoxins by an animal or human
subject) and improving performance and health and reducing incidence of disease (e.g.,
compositions of the invention decrease bioavailability, absorption or uptake of mycotoxins.
In some embodiments, a composition of the invention is added to water used for human
consumption (e.g., water used for manufacture of juice, wine, water bottles, coffee, tea, milk

or other type of consumed liquid). In some embodiments, a composition of the invention is
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added to environmental ;ﬂv_ater (e.g., ponds, lakes, reservoirs, rivers, streams, irrigation
channels, tanks used to house fish or other type of aquatic species, etc.). Thus, in some
embodiments, a composition of the invention (e.g., yeast cell wall extract comprising clay or
clay component integrated into the cell wall) is utilized in the filtration of liquids (e.g.,
consumable liquids (e.g., water used in beverage production, beverages)). For example, in
some embodiments, a composition of the invention is utilized as 01; in a filter, wherein a
liquid (e.g., consumable liquid (e.g., orange juice, apple juice, prune juice, grapefruit juice,
cranberry juice, or other type of juice, beer, wine, distilled liquid, etc.)) is processed through
a filter comprising a composition of the invention, wherein the composition removes one or
more types of mycotoxins from the liquid.

As described in Examples 1-4, cultivation of yeast in the presence of clay provides a
dramatic increase in the ycast cell wall adsorption of mycotoxins (e.g., from 6.917% when
the yeast is not cultivated with clay, and reaching 73.553% and 79.337% when 1.0 and 2.0%
of clay are respectively included to the medium without the specific extraction of the glucan
of the inner yeast cell wall layer (Sec, e.g., Examplc 2)). Moreovér, the ratio of
glucan:mannan increases from 1.066 to 1.366 with the addition of clay. Despite a decrease of
mannan, the concentration of the proteins of the cell wall increased. Also, the remnant
fraction (e.g., representing losses of glucans, mannan, proteins, clay, N-acetylglucosamine
and/or chitin present in the yeast cell wall during the extraction process) increased in the
presence and surface area of clay. Although a mechanism is not necessary to practice the
invention and the invention is not limited to any particular mechanism of action, in some
embodiments, the increase is due to the enhancement of chitin fraction involved in
compensatory mechanisms of the yeast due to changes of the environment and conditions of
growth. Moreover, compositions of the present invention (comprising yeast cell wall extract
from altered yeast cells (e.g., yeast cells comprising clay and/or clay component interlaced
into the yeast cell walls and/or cell walls comprising altered glucan and/or mannan structure))
provided a significant and ﬁnexpected ability to adsorb and/or sequester mycotoxins (e.g.,
zearalenone (e.g., displaying a 79.33% efficacy compared to only a 44.7% efficacy for a
conventional composition comprising a combination of yeast cell wall extract to which a clay
is later added on a dry blend basis, See Examples 1-4)).

The use of an alternative method to extract clay interlaced yeast cell wall of clay
interlaced yeast cells using a protease cut was investigated (See Example 3). The specific
extraction of the inner layer (glucan) of clay interlaced yeast cell wall generated an increase

of the sequestering and adsorption properties of the clay interlaced yeast cell wall for
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mycotoxins (e.g., zearalenone), Moreover, cultivating yeast cells in a cell culture medium
comprising clay at 1.0% and 2.0% enhanced significantly the sequestering and adsorption
activity of clay interlaced yeast cell wall with mycotoxins, (¢.g. zearalenone). For example, a
conventional composition comprising a combination of yeast cell wall extract to which a clay
15 later added on a dry blend basis accounted for a 44.7 % efficacy rate for sequestering
mycotoxins, compared to a 85.89% efficacy rate for sequestering mycotoxins obtained with a
composition of the pr'escnt invention and an increase of aflatoxin B1 adsorption from 2.65 up
to 53.70% (See, e.g., Example 3),

In some embodiments, the present invention provides methods for producing yeast
cells comprising a clay-interlaced yeast cell wall. In some embodiments, yeast cells

comprising a clay-interlaced yeast cell wall are produced on a variety of scales (e.g. test

- scale, batch-scale, pilot-scale, pre-production-scale, production-scale, commercial-scale,

industrial scale). In some embodiments, yeast arc grown in a fermenter. A fermenter may be
of any suitable size (e.g. 5 liter...10 liter... 25 liter... 50 liter... 100...500 liter...1K
liter... 5K liter... 10K liter... 50K liter... 100K liter...500K liter...1 million liter, etc.) to
produce the desired scale of yeast for use with the present invention (e.g. test-scale, pilot
scale, industrial-scale, etc.). In some embodiments, media for growing yeast can be of any
suitable composition for growing yeast in accordance with the present invention. Suitable
nutrients are sources of carbon, nitrogen, phosphorus, magnesium, sulphur, potassium and
trace elements. In some embodiments, nutrients are added to the culture in concentrations (%
w/w of the source compound) within the ranges (percentages by weight): Carbon source 0.01

- 20% (e.g. 0.05 - 10%), Nitrogen source 0.001 - 10% (e.g. 0.001 - 3%), Phosphorus source

+0.001 - 5% (e.g. 0.01 - 0.5%), Magnesium source 0.001 - 0.2% (e.g.-0.001 - 0.2%), Sulphur

source 0.01 - 0.25% (e.g. 0.01 - 0.25%), Potassium source 0.001 - 05% (e.g. 0.01 - 0.25%),
Organic nitrogen source 0.001 - 5% (e.g. 0.01 - 5%), and trace elements arc added in excess.
In some embodiments, yeast culture media comprises water, carbon source (e.g. sugar,
glucose, dextrose, sugar cane, molasses, etc.), suitable nitrogen source (e.g. ammonia, urea,
etc.), amino acid source (e.g. peptone, etc.), salts (e.g. sodium chioride, calcium hipochloride,
magnesium chloride, magnesium sulphate, zinc sulphate, etc.), and source of clay or clay
component (e.g. zeolite, bentonite, aluminosilicate, montmorillonite, smectite, kaolinite,-
organoclay, mixtures thereof, ¢tc.). In some embodiments, yeast culturc media components
may be present in any suitable amounts for yeast cell growth (See e.g. Example 5). In some
embodiments, the presence of clay in yeast culture media presents unanticipated

complications to standard yeast growing protocols. In some embodiments, the presence of
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clay in culture media results in unusually large amounts of foaming in the fermentor. In
some embodiments, the present invention provides antifoaming agents in the cell culture
medium (e.g. nonsilicone molecular defoamers, oil based defoamers (c.g. mincral oil,
vegetable oil, white oil, etc.), powder defoamers (e.g. silica), water based defoamers, silicone
based defoamers, polyethylene glycol polypropylene glycol copolymers, alkyl polyacrylates,
etc.). In some embodiments, antifoaming agents are required for increasing the scale of the
present invention. In some embodiments, use of an antifoaming agent is associated with an

enhanced ability to scale up production of a composition of the invention

EXPERIMENTAL
The following examples are provided in order to demonstrate and further illustrate
certain preferred embodiments and aspects of the present invention and are not to be

construed as limiting the scope thereof.

Example 1

Materials and methods

Yeast culture. The following protocol was used for each Bioflow fermenter (BioFlow
HI, New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, New Jersey, U.S.A.) to grow the yeast
Sacchromyces cerevisiae (active dry yeast (ADY) from Fermin, Alltech Inc., Batch #689,
Yeast count: 2.38x10'° cells/gram, Viability: 92.6%). The yeast inoculum was prepared by
transferring 28 g of fresh ADY Fermin to a pre-warmed bottle of 250ml sterile deionized
water. Then, the solution was incubated at 30°C (in water bath) for 20 min and swirled
several times. The BioFlow media was composed of 66 g of yeast extract, 10 g of peptone, 4
g of dextrose, 4 g of yeast nitrogen base and 1750 mL of deionized water. A control batch

was produced by growing yeast alone, which required an additional 250 mL of deionized

water to the reactor volume. Three batches containing yeast and bentonite K10 (Fluka) were

produced by adding 8, 16, and 32 g to the reactor. The Bioflow reactor media was warmed up
at 30°C and air was injected at 1L/min flow rate during 10 min prior inoculation. Agitation
was set at 300 rpm and the media monitored and maintained at a minimum of pH 5.0 during
the entire growth. An anti-foaming agent was added (Antifoam AES, 1:10, as needed).
Ammonium phosphate dibasic (DAP) was then injected aseptically (4 g in 10 mL at pH 4.0).
The previously re-suspended yeast was added to the fermentor. The glucose level was tested
during growth with diabetic stripes (OneTouch, UltraMini, LifeScan, Inc., Milpitas,

California, U.S.A.) and supplemental glucose was added when glucose level fell below
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0.8 mg/mL. The agitation was progressively increased to 500 rpm over 2 h of incubation as
well as the air flow (up to 4 L/min over 3 hrs). When half of the supplemental glucose
substrate was consumed, additional bentonite was added (8, 16, 32 g in 250 ml deionized
water) to the reactor for a final concentration of 0.5%; 1.0%; and 2.0%, respectively, of clay
in the final media.

Yeast cultures were harvested when all sugar had been utilized. The content of the
BioFlow was collected into sterile bottles and centrifuged at 4000 g for 20 min. The
supernatant was removed and the pellet was washed with 0.125 % NaCl in H20. The pellet
was separated into 2 fractions by the distinct formation of 2 layers after centrifugation: (i) a
clay containing layer and (#) a ycast and clay containing layer. Yeast were then washed three
times with 0.125% NaCl solution.

Clay interlaced yeast cell wall extraction method. Two separate methods were used for
the isolation of yeast cell wall fractions from yeast produced as described above.

In a first method, a “micro-method’ was used employing glass beads and a minibead
beater (Bead-Beéter, Model #1107900, Biospec Products, Inc., Hamilton Beach/Proctor-
Silex, Inc., Southern Pincs, North Carolina, U.S.A.). The pellet was resuspended with two
volume of 10mM Tris-Cl, pH 7.4 with phenylmethylsulfonofluoride (PMSF) and beat with
glass beads (50:50, yeast slurry:beads) in a total volume of SmL for 30 scc with 1 min
interval rest, all the while on ice. The beating was repeated 10 times or until 95% of the cells
were distupted. The beads were re-collected and washed. The fractions were pooled and
centrifuged at 4000 g for 20 min. The pellets were then collected, freeze-dried and ground.

In a second method, the yeast pellet was resuspended with stetile deionized water to a
concentration of 13 to 15 % of dry matter. The yeast slurry was stirred at 60°C. The pH was
adjusted using 10 % NaOH to 8.0 before adding enzyme at 0.3 mL/L. The temperature and
stirring conditions were maintained over 8 h. The pH was monitored and adjusted every
15 min (using the 10 % NaOH) for the first two hours, and then the pH was monitored and
adjusted every hour for the next six hours. The slurry was transferred to sterile centrifuge
bottles and centrifuged at 4000 g for 20 min. The supernatant was discarded and the pellet
washed with three volume of cold sterile water, and then centrifuged again at 4000 g for

20 min. The washing step was repeated two times before the pellet was frozen, freeze dried

and ground.

EXAMPLE 2
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Characterization of yeast cell wall extracts isolated utilizing glass beads and a minibead
beater from yeast cells cultivated in the absence and presence of clay

Yeast cells were disrupted after re-suspension of the cells in Tris-HC1 buffer, pH 7.4
with PMSF using a micro-method usiﬁg a bead-beater and glass beads as described (Sce
Example 1). Yeast cell wall lysates were then analyzed in order to characterize the yeast cell
walls and their ability to adsorb mycotoxins (expressed as a percent of efficacy compared to
total mycotoxins present) under physiological pH conditions for each individual mycotoxin
considered. The overall adsorbing/binding activity was evaluated kinetically. Test samples
comprised a minimum of 5 levels up to 10 levels of mycotoxin concentrations tested with the
different yeast cell wall preparations nsed at a concentration between 0.25 and 4g/L dispersed
in an aqueous medium with a fixed value of pH 4 representative of digestive conditions of pH
in the animal tract. Adsorption evaluation was calculated using a High Performance Liquid
Chromatography coupled to fluorometric and diode—array detectors {e.g., to detect amounts
of mycotoxin and mycotoxin adsorbed/sequestered).

Data is shown in Figure 3. Yeast cell wall cxtracts obtained from yeast cells cultured
in the presence of clay (clay interlaced yeast cells) display a significant, unexpected, ability to
sequester and to adsorb zearalenone (e.g., displaying a 79.33% efficacy for yeast cell walls
extracted from yeast cells cultivated in the presence of 2% clay compared to only 6.91%
efficacy of yeast cell walls extracted from yeast cells cultivated in the absence of clay, The
79.33 efficacy rate for yeast cell wall compositions extracted from yeast cells cultivated in
the presence of 2% clay was also significantly higher than previously documented efficacy
rates of only 44.7% for a conventional composition comprising a combination of yeast cell
wall extract to which a clay is later added on a dry blend basis. The level of inclusion of the
sequestrants product for AFB1 and ZEA were respectively of 0.1 and 0.4% in the reaction
medium that was maintained at a constant pH of 4.0. The assay was performed under orbital
agitation during 90 min at 37°C and the amount of bound toxin evaluated using HPLC
equipped with a fluorescent detector.

Additionally, yeast grown/cultivated in the presence of clay displayed significant
alteration in cell wall component/structure. For example, as the amount of clay was
increased, the ratio of mannan:glucan increases (e.g., as clay increases from none, 0.5%,
1.0% to 2.0%, the mannan:glucan ratio increases from 1.01 to 1.2, 1.35 and 1.45,

respectively. The total amount of protein also increased with increasing amounts of clay

added to the cell culture medium.
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EXAMPLE 3
Characterization of yeast cell wall extracts isolated utilizing protease cutting from yeast
cells grown/cultivated in the absence and presence of clay

Yeast cells were treated with a protease as described in Example 1. Yeast cell wall
lysates were then analyzed in order to characterize the yeast cell walls and their ability to
adsorb mycotoxins (expressed as a percent of efficacy compared to total mycotoxins present)
under physiological pH conditions for each individual mycotoxin considered. The overall
adsorbing activity was evaluated kinetically. Tests samples comprised a minimum of 5 levels
up to 10 levels of mycotoxin concentrations tested with the different yeast cell wall
preparations used at a concentration between 0.25 and 4g/L dispersed in an aqueous medium
with a fixed value of pH 4) representative of digestive conditions of pH in the animal tract.
Adsorption evaluation was calculated using a High Performance Liquid Chromatography
coupled to fluorometric and diode-array detectors (e.g., to detect amounts of mycotoxin and
mycotoxin adsorbed/sequestered).

Data 1s shown in Figure 4. Clay interlaced yeast cell wall extracts obtained from
yeast cells cultured in the presence of clay displayed a significant, unexpected, ability to
sequester and/or adsorb zearalenone and aflotoxin B1. For example, yeast cell wall extracts

obtained from yeast grown in the presence of 2.0% clay displayed an 85.89% efficacy for

. zearalenone whereas yeast cell wall extracts from yeast cultivated in the absence of clay

display only a 69% adsorption efficacy rate. Clay interlaced yeast cell wall extracts obtained
from ycast grown in the presence of 2.0% clay displayed a 53.7% efficacy for aflatoxin B1
whereas yeast cell wall extracts from yeast cultivated in the absence of clay display only a
2.65% adsorption efficacy rate. Additionally, clay interlaced yeast grown/cultivated in the
presence of clay displayed significant alteration in cell wall component/structure. The level
of inclusion of the sequestrants product for AFB1 and ZEA were respectively of 0.1 and
0.4% in the reaction medium that was maintained at a constant pH of 4.0. The assay was
performed under orbital agitation during 90 min at 37°C and the amount of bound toxin
evaluated using HPLC equipped with a fluorescent detector.

The method of Example 1 was used with alternate sources of yeast to evaluate the
influence of a smectite clay (American Colloid Company, Arlighton Height, IL, USA) added
at 1.0% in the growing media on the composition of the clay interlaced ycast cell wall
material. Three yeast typcs were investigated belonging to Saccharomyces cerevisiae, ADY

Fermin (08-032/460-89), a baker’s yeast from Levapan (Batch # 7169281, Levapan S.A.,
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Bogota, Columbia) and an active dry yeast from DCL (lot #1390, DCL Yeast Ltd., Alloa,
Great Britain).

Variation between the clay interlaced yeast cell wall were observed with levels of 19.9,
17.0, and 10.3% of glucan; 10.6, 10.4, and 8.4% of mannan; and 1.5, 1.4, 0.9% of chitin (N-
acetyl-glucosamine) present in the yeast cell wall (and expressed by reference to the total
cell) for ADY Fermin, Levapan, DCL CIYCW prior hydrolysis.

The sequestration efficacy of the produced material exhibited also differences according
to the yeast cell type selected (SEE FIG. 9). The variations observed in terms of efficacy were

also related to the type of mycotoxin considered.

EXAMPLE 4
Electron microscopy imaging of yeast cell wall extracts from yeast cells
grown/cultivated in the absence and presence of clay

Experiments were conducted during development of embodiments of the invention in
order to characterize and observe several yeast samples (Seg, e.g., Figure 2). The samples
were prepared by the filtration of a rehydrated solution of yeast in 2.5 % glutaraldehyde
(GTA) in 0.85 % NaCl solution. The solution was then filtered through a nylon nucleopore
13 mm diam., 0.1 pum pore size pre-wetted with 0.85 % NaCl. The filter was then transferred
to a Petri dish and covered with drops of GTA/cacodylate (Cac) fixative at room temperaturc
during 90 min. The filters were then rinsed with 0.1 M Na Cac pH 7.2. The secondary
fixation was achieved by placing the filters in a tube during 60 min with 100 uL of 2 %
osmium tetroxide in 0.1 M Na Cac pH 7.2. The samples were then rinsed with 0.1 M Na Cac
pH 7.2 and 3 times with deionized water. The dehydration of the sample was achieved by
ethanol series (25% to 100%). Then, the samples were freeze-dried, mounted on a stub
prepared with a carbon tape for conductivity purpose, and coated with Au/P alloy. The
observations were made at 3.0 keV on an S-4300 FESEM (Hitachi, Japan). To remove any
unspecific interaction between the yeast and clay, a nitrogen high pressurized gas stream was

applied on each mounted sample before coating with Au/P.

EXAMPLE 5

Semi-industrial scaling-up of the production of yeast cell wall cultivated with clay

Scaled-up yeast culture. A 150 L fermenter (ML-4100, New Brunswick Scientific Co.,

Inc., Edison, New Jersey, U.S.A.) was used to grow the yeast Sacchromyces cerevisiae
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(active dry yeast (ADY) from Fermin, Alltech Inc., Batch #609, Yeast count: 2.38x10'°
cells/gram, Viability: 92.6%). The yeast inoculum was prepared by transferring 0.84 kg of
fresh ADY Fermin to a pre-autoclaved (121°C during 40 min) 19 L carboy with tubing,
covered with a BioShicld containing 7.5 L of water and that has been maintained after
autoclaving at 30°C in an incubator overnight. Two 19 L, Food carboy, covered with a
BioShield were prepared by adding 9 L of water, 6 kg of dextrose and a stir bar. After mixing
and dissolution of the carbon source, the food media was autoclaved (121°C during 40 min).
A Nitrogen solution was prepared using 1 L sterile capped bottle containing 250 ml of
dcionized water, 120 g of diammonium phosphate adjusted to pH 4.0-4.1 with concentrated
HCI. Two 1L sterile capped bottle of Food Nitrogen were prepared by adding 700 mL of
deionized water, 192 g of diammonium phosphate adjusted to pH 4.0-4.1 with concentrated
HCL. A Base solution was prepared in a 19 L carboy with tubing, covered with a BioShield
and containing 13.5 L. of water, 1.5 L KOH. The tubing was then connected to a peristaltic
pump. An anti foaming agent (Antifoam AES, 1:10) solution was prepared in a 19 L carboy
with tubing, covered with a BioShicld and containing 12 L of water, 3 L of antifoaming agent
(Antifoam AES, 3 kg) and mixed. The tubing was then connected to a peristaltic pump. The
150 L fermentor media was composed of 1.98 kg amber, 0.3 kg of peptone, 0.12 kg of
dextrose, 0.12 kg of yeast nitrogen-base, 0.516 g of smectite clay (American Colloid
Company, Arlighton Height, IL, USA) and 60 L of water that was brought to 121°C, 15psi
for 1hr with agitation. The medium was cooled down to 30°C and this temperature was
maintaincd throughout the propagation.

The propagation was performed on the 150 L fermenter maintained at 30 °C with mild
agitation (70% of power) and air injection (at 5 psi) prior inoculation and during entire
fermentation. The inoculum containing 0.84 kg of ADY in 7.5 L of water was stirred for 20-
30 min prior to inoculation in the 150L Fermentor. One bottle of Food Nitrogen was added to
each Food carboy under mixing. The Nitrogen solution was pumped into the 150 L fermentor
and allowed to mix for a minimum of 10 min prior to inoculation. The antifoam Carboy was
attached and the anti-foaming agent pumped through the tubing into the 150 L fermentor as
needed. A foam probe was set inside the fermentor to monitor the foaming and to allow
supplementing correctly with the anti-foaming agent. The Base solution was attached and
pumped through the tubing into the 150 L fermentor as needed. The evolution of the pH of
the 150 L fermentor media was monitored and maintained at a minimum of pH 5.0 during the
entire growth. The inoculation was performed by attaching the inocutum Carboy to the port

and by pumping the content into the 150L fermentor. Mixing of the inoculum in the
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fermentor was done for 20-30 min prior to first sampling. The foam was monitored
throughout the propagation, adjusting air and agitation up hourly. The pH was monitored
internally and externally and adjusted as necessary to maintain a pH of 5.0 or higher. The
glucose level was tested during growth with diabetic strips (OncTouch, UltraMini, LifeScan,
Inc., Milpitas, California, U.S.A.) and supplemental glucose was added when glucose level
fell below 0.8 mg/mL by slowly pumping in the Food solution or speeding up gradually
overtime. If the sugar level rose above 0.8 mg/mL, the feed rate was slowed down or shut off
if nccessary.

Yeast cultures were harvested when all sugar had been utilized. The content of the
150 L fermenter was collected into sterile bottles and centrifuged at 4000 g for 20 min. The
supernatant was removed and the percentage of dry matter of the washed yeast measuréd.
The material was then transferred back to the 150 L fermenter and water was added to bring
the slurry from 9-11% to a concentration 13-15% of dry matter. Agitation was maintained at
all times.

Clay interlaced yeast cell wall extraction through enzyme hydrolysis. The 13-15% of
dry matter yeast slurry was stirred at 60°C. The pH was adjusted using 10 % NaOH to 8.0
before adding enzyme at 0.3 mL/L. The temperature and stirring conditions were maintained
over 8 h. The pH was monitored and adjusted every 15 min (using the 10 % NaOH) for the
first two hours, and then the pH was monitored and adjusted every hour for the next six
hours. The slurry was transferred to sterile centrifuge bottles and centrifuged at 4000 g for 20
min, The supernatant was discarded and the pellet washed with three volume of cold sterile
water, and then centrifuged again at 4000 g for 20 min. The washing step was repeated two
times before the pellet was frozen, frecze dried and ground. The increase of the temperature
during the spray drying phasc resulted in a slightly hgher yield and less accumulation of
product in the spray drier.
| The inclusion of the clay material can be followed by the change in the ash
concentration of the sample reaching values around 20 % for the clay interlaced yeast cell
wall compared to a 5% concentration in a yeast cell wall e).(tract that is not containing any
clay material (SEE FIG. 6). A significant difference in terms of composition between the
ADY Fermin yeast cell line produced previously in the Bioflow fermenters compared to the
150 L fermenter was also found with a decrease of the glucan and mannan composition in the
large scale production but also an increase of the chitin content of the yeast cell wall (1.5% to

3%) accounting for the responses by the yeast cell wall to perturbing agent and implicating
the cell wall signaling pathway.
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Semi-industrial scale CIYCW products were cvaluated for sequestration efficacy of
mycotoxins (Sec, e.g. Figure 7), and the results confirm increase of mycotoxin adsorption
capabilities of CIYCW.

EXAMPLE 6
Production of clay interlaced yeast cell wall utilizing an industrial source of sugar

Yeast culture. Sacchromyces cerevisiae (active dry yeast (ADY) from Fermin, Alltech
Inc., Yeast count: 2.38x10' cells/gram, Viability: 92.6%) were grown in a Bioflow fermenter
(BioFlow III, New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, New Jerscy, U.S.A)). The yeast

inoculum was prepared by transferring 29 g of fresh ADY Fermin to a pre-warmed bottle of

- 87 ml sterile deionized water. Then, the solution was incubated at 30°C (in water bath) for 20

" min and swirled several times. The BioFlow media was composed of 0.048 g calcium

hipochloride, 0.24 g magnesium sulphate, 0.168 g zinc sulphate, 0.24 g magnesium chloride,
2.4 g (2.5m! of prepared food) sugar cane must, 7.5 smectite clay (0.5% in the final media,

"(American Colloid Company, Arlighton Height, IL, USA)) and 1440 mL of deionized water.

The sugar cane must is a 30% of total reducing sugars (TRS) solution of molasses diluted
with water, Preparation of the must was made with 669 g of molasses (62.8% TRS) and

731 mL of deionized water. A nitrogen source was prepared with 54.5 g of urea in 163.5 mL
of deionized water.

The Bioflow reactor media was warmed up at 30°C and air was injected at 1L/min flow
rate during 10 min prior inoculation. Agitation was set at 300 rpm and the media monitored
and maintained at a minimum of pH 5.0 during the entire growth using phosphoric acid, 85%.
An anti-foaming agent was added (Antifoam AES, 1:10, as needed). The previously re-
suspended yeast was added to the fermentor. The glucose level was tested during growth
with diabetic stripes (OneTouch, UltraMini, LifeScan, Inc., Milpitas, California, U.S.A.) and
supplemental food (from the sugar cane must) was added when glucose level fell below
0.8 mg/mL. The agitation was progressively increased to 500 rpm over 2 h of incubation as
well as the air flow (up to 4 L/min over 3 hrs). The final concentration of clay to the reactor
was 0.5% in the final media.

The amount of molasses to be added to the fermenter depended on the efficiency of the
yeast to utilize the sugar and was comprised between 400 and 600 g. Overfeeding of molasses
encountered production issues resulting in the incapacity to generate any ycast biomass
through fermentation. Yeast cultures were harvested when no further growth was observed.

The content of the BioFlow was collected into sterile bottles and centrifuged at 4000 g for
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20 min. The supernatant was removed and the pellet was washed with 0.125 % NaCl in
H20. No scparate fraction was found when molasses were used to perform the propagation
of the yeast. Yeasts were then washed three times with 0.125% NaCl solution.

Clay interlaced yeast cell wall extraction method. The yeast pellet was resuspended
with sterile deionized water to a concentration of 13 to 15 % of dry matter. The yeast slurry
was stirred at 60°C. The pH was adjusted using 10 % NaOH to 8.0 before adding enzyme at
0.3 mL/L. The temperature and stirring conditions were maintained over 8 h. The pH was
monitored and adjusted every 15 min (using the 10 % NaQH) for the first two hours, and then
the pH was monitored and adjusted every hour for the next six hours. The slurry was
transferred to sterile centrifuge bottles and centrifuged at 4000 g for 20 min. The supernatant
was discarded and the pellet washed with three volume of cold sterile water, and then
centrifuged again at 4000 g for 20 min. The washing step was repeated two times before the
pellet was frozen, freeze dried and ground.

The sequestration efficacy of the produced material exhibited also differences according
to the carbon source used to propagate the yeast (SEE FIG. 8). The variations observed in
terms of efficacy were also related to the type of mycotoxin considered. The composition of
the material was also different from the composition of the material previously produced with
dextrose as sole source of carbon. Levels of 13.4% of glucan; 17.8% of mannan; and 2.7% of

chitin (N-acetyl-glucosamine) present in the yeast cell wall (and expressed by reference to the

total cell) were found.

EXAMPLE 7
In vivo efficacy against Fusarium Mycotoxicoses

One-day-old Hybrid turkey poults (Hybrid Turkeys, Kitchener, ON, Canada) were
individually Wcighcd, wing-banded and distributed randomly into groups at the Arkell
Poultry Research Station of the University of Guelph. Poults were randomly assigned to each
of 5 diets. Poults were initially maintained at 32'C, and the temperature was gradually
reduced by 3°C per week to reach a temperature of 21°C by the end of wk 4. This temperaturc
was maintained for the duration of the experiment. Turkey poults were fed corn, wheat and
soybean meal-based starter (0-3 wk), and grower (4-6 wk) diets formulated with control
grains, control+ 0.2% clay interlaced yeast cell wall, contaminated grains, and contaminated
grains + 0.2 % clay interlaced yeast cell wall. The control diet was formulated to meet or
exceed the minimum nutrient requirements of turkeys according to the NRC (1994).

Mycotoxin-contaminated diets were prepared by replacing 25 and 10% and 26 and 5% of the
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control corn and wheat with contaminated corn and wheat naturally contaminated with
Fusarium mycotoxins during starter and grower phases, respectively. The levels of
replacement of control grains with the contaminated grains were calculated in order to
achieve a mycotoxin challenge of about 4 mg DON/kg of diet during starter and grower
phases. Polymeric glucomannan adsorbent supplemented diets were prepared by substituting
control corn in the diets with 0.2 % of clay interlaced yeast cell wall (CTYCW). Feed and
water were provided ad libitum. Representative feed samples were taken at the beginning of
cach phase for proximate and mycotoxin analyses. Dietary contents of protein, dry matter and
ash were determined according to the Association of Official Analytical Chemists (1980).
The diet formulations and nutrient contents are presented in Table 1. The experimental
procedures were approved by the University of Guelph Animal Care Committee following

the guidelines of the Canadian Council on Animal Care.

Table 1. Composttion of experimental dlets {83}

Ingredients Starter dict (0-3 wk)
Conirol Conirel+ Costanrinated  Contamiasteds
GYON TIYCWY

{om 3500 3580 11.92 10,32
Comannnated com 2498 2408
Wheat. pLENY 16.066
Contamirated wheat, .00 oG 14,09 1600
Sevhean mizal 4540 45.00 4509 1500
Monecalzingm phosphate 23 130 230 2.30
Calchun cavbonate 184 1.84 188 184
FatfTalow 3.00 300 .06 3.06
Salt 040 GAr D4 046

L-Mathionine 023 G622 027 922
HCI-Lyzine Q.15 15 G135 815
Vitamin and minesal premix’ 1.60 100 100 1.00
Anticocesdial * 0.10 o1 016 .10
cIycw’ 0120 ’ .20
Calentated values

ME, keabike : 2800

Csude Protein 26.5G

Lysine 1.60

hfethionine &.62

Caleoimnt 1.30

Available ghosphoms .60
Avalvzed valuey

Crude protein 26.41 2287 N 26.70

DM 58.70 50.63 RE8.05 §0.14

Ash g.10 657 712 106
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Inoredients Grower dist {4-8 wi)
Cuatrod Conitel+ Contaminged  Contaminzteils
TIrCW CIyCwe
Com 41.68 248 165,856 16.66
Coutaminated com 2552 2582
Wheat b £ 1] J40
Coataminated whest. 3400 500
Soybean meat 4240 4200 42.09 42.006
Monocaicinm phosphate 228 .20 23 22
Caleinm cardonaic 140 149 HESH 1.40
Fal'Tallow 300 100 08 3.00
Sal a.40 ¢.4G 040 .40
DL-Meshionine .16 G186 0148 0.16
HCl-Lysine .08 5.6 006 .08
Vitamin and mineml prepix’ 1.00 100 1.00 1.00
Amticoccidial * .30 010 0.16 )
CIVCWS G20 .20
Calculinted yalues
ME, kealtkg ' 3050
Crude Protem ) 23
Lyiine 136
Seilnonine (.3
Caleintss 11
Availzble phosphors Q.52
Analvzed valnes
Cruds protein 231 2420 3427 178
Juht §830 3200 8854 88 38
Asgk 6.33 5.39 6.73 6.75

! Vitanin-miveral mixire provided per kilogram of diet: viiamin & {all-trans-reting] pabmdate), 8,800 IU; cholecalexferol, 3,300 IUN;
vitzin E {all-rac-o-tocopheny] acetate), 45 TU; menadione, 3.3 mg: thiamia, €0 mg; ridoflavin, 8.0 my: pantothenic acid, 150 mg; viacis,

g prndoxise, 3.3 mg; cholme, S0 mg; folic arsd, 1.0 mg; diotin, 220 pe; vlemin Buy, 13 pg; cthoryguin, 120 mga; mangancse, 70
e zine, 76 mg; iron, 60 mz, copoer, 10 myg; todine, 1.0 mo; selenium, 0.3 mg.

*Afonensin sodivm L i1G%,

3 Tlay Interfaced Yieast Sell waii.,

Dietary concentrations of DON, 15-acetyl-DON, ZEN, fumonisin and ochratoxin A
are given in Table 2. Other mycotoxins were below the method detection limits which were
0.12 mg/kg for nivalenol, 0.05 mg/kg for 3-acetyl-DON, 0.07 mg/kg for neosolaniol, 0.06 for
diacetoxyscirpenol and T-2 toxin and 0.04 mg/kg for HT-2 toxin, and 0.001 mg/kg for
aflatoxins. The detection limits for DON, 15-acetyl-DON, ZEN, fumonisin and ochratoxin A
were 0.06, 0.05, 0.025, 0.05 and 0.0003 mg/kg, respectively.
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Table X Mycofeodn concattrations (iiz/g} in esperimmental diets.

Bfvcoloxin’
Diet .
L i 5-acetvl- T o .
Deoxmivstenaf desevmivsiensy Ceatibmone  Fumopisin  Ochentoxic

Siarter (-3 wid
Canti 044 G448 0,25 rpL! 0.46
Conwat - COWE .33 8087 <(.028 BIL £.79
Coataminaiesd i3 817 3% s 3DL
Coatarénated + £iycw 4.1 817 ((F-¥4 BOL 3DL
Grower (F-¢6 wlk)
Coatol 044 .12 BDL 3InL .62
Contasl + givew .57 G612 BDL DL 7L
Contaenated 37 0.2 634 13 10
Contparinated + CI¥OY 32 .75 627 &3 ¢35

! Other mycotoxins, inchding diaostearyscirpenal, Tu2 toxin, nivalenal, 3-scetyl.DON, neatoianial,
HT-2 toxan, and aflstooiny weve afso measived in e szperimental diats, ot weare tot detected.

* Cloy Iuteskacast Yeaot Cef) Wall.

* Below datestion limit.

The feeding of contaminated grains did not significantly affect the body weight gain,
feed consumption and efficiency of feed utilization at the end of starter phase (Table 3).
Feeding contaminated diet significantly increased the body weight gain and improved the
feed efficiency compared to control at the end of grower phase. There was no effect of the
dict on the feed intake during grower phase (Table 3). At the end of grower phase,
supplementation of clay interlaced yeast cell wall to the contaminated diets increased the
body weight gain, feed consumption and improved the efficiency of feed utilization
compared to control. Body weight gain and feed efficiency over 6 wk experimental period
were significantly higher in the birds fed contaminated diets and contaminated diets

supplemented with clay interlaced ycast cell wall.
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TFable 3. Effeci of dietary Fusaefim mycotoxine on turkey perforinance’

Diet -3 vk -5k §-twk
Bady weight gain (hind}
Cend 174.59 142853 139832
Cem: — VLW 501,45 148174 1563.1¢
ayeot 5153 is71: 083,56
MY OO+ (IYCW a5 1427.65 1
SEM 152% 19,458 3359
Caut wi Copr— IVCW 1wgP o Ny
Crztws AIV0O MY Go0% BEa
Cutt ws MYLO = CIVCW g 0.00GE [sheants
WMYCO M MITCO - CIYCW Y ] s
Faud intake {pbindiday)
{ont a4 117,83 751
Cent + CIVCW 3354 11487 75.30
MYCO 3 13888 7881
MYCO + CIYLW 33.57 124.40 kiR
SE 49l 2m 142
Comt v ont — CITCW o1 N& NS
Centve MYCQ b3 N& RS
Cozt v XTTCO < CRTCW s Gos WS
MYCE vs MYCE+ CTYOW NY s Ny
Teod officiansy
(Lody weight zyin faed mika)

Con 0.6% 57 [X]
Com + CETOW a? [R5 L% %3
MEYCO 071 [ 23]
MYCO » CIVEW a7 G52 54
SEM . 0.81 G [ebisd
Cont v Conr— CIXOW Ny ) N§
Comtvs HUCO b3 C4027 B4
Conr ¥ MECO -~ CIYOW M QIC7 G201
V0D T YO0 L3YOW M8 N s

F4ialises are Teast sqware means; n=d pear for body weight gain, feed imake a6 feed efficiency

{7-8virdapan/phave},
*Ronton; ‘

ety polymerie plavtenanaan wyoatoxin sdserbent;

‘Comaminmted diet;

“Did polymetie gluccmnman nyvctoxin adierhent; Tp 0l

PCT/US2010/021076

The feeding of contaminated grains increased (P<0.05) eosinophil counts at wk 6

(Table 4). Supplementation of the contaminated diets with clay interlaced yeast cell wall

prevented this. Supplementation of clay interlaced yeast cell wall to the control diet

significantly increased the hematocrit compared to un-supplemented control. There was a

significant reduction in the concentration of glucose and activities of y-glhutamy] transferase
in the birds fed contaminated diet at wk 3 compared to control (Table 5). Supplementation of
clay interlaced yeast cell wall prevented this. Clay interlaced yeast cell wall supplementation
to the contaminated diets significantly increased the concentrations of uric acid compared to
control at wk 3 and 6. There was a significant decrease in the activity of lactate
dehydrogenase at wk 3 in the birds fed contaminated diet + clay interlaced yeast cell wall

compared to control.
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Table 4. Effect of dictary Fusariunt tventoxint on Tematelogy!

Thet Iuwk [
Hemaoplohin {z7L)
Cont’ 93.50 10588
Cont + CIYCW 08,12 107.88
MYCo® 9350 10575
MY QO+ {IYew Q387 105.38
SEM 227 180
Ceat v Comt % New GMA iy NS
Contvs AMYCO NE NE
Lot v MYCOD +New GMA W3 NS
Cont ve MYOO+OMOMA NS N§
Hematourir (1L
Corpt asd 238
Coat -+ New GMA 0.32 a3t
MYQO 230 .32
RMYTG + New GMA 030 832
MY QO+ QI G 031 (X1
BEM - {H6ss 0657
Cont vx ot +Weww GMA 0.8% Ng
Cemt vy YOO NE NS
Comt va MVCO+ New QMA s N2
MOHC (21
Caont 302,80 335,38
Coomt +Tevr GMA 3088 SN )
Yo EDER kI 336,43
MYQO -+ Now G{A 3158 331.6%
MYCO+ O Ghid Loy 33553
SEN 584 352
Caert ve Cone+ Nesy GMA NE NS
Gt MYCO NS N
Coat vs MYCO + MNew GMA N NS
Tomt vz MYO0 + 08 GRIA NS NE
kst Ik & wk,
WBC (I Ly
Cent 1337 16.73
Cenl < CTYOCW 18,71 146.75
MYCQ 1735 16.67
MYCO - CIYCW 18.93 1884
SEM 193 328
Cont vz Cent+ CIYCW By N§
Cantvs MYCO N& NS
Ceut vz MYCO+L{TYCW ) N&
Betercphits {1074)
Conl. 6.2 37
Cont -~ CIYCW 33 ale
NYCO 788 87
A0+ CIVOW TR 10.36
SEM 33 128
Cant ve Com -+~ CIYCW N8 NS
Coatvs MYLO NS N3
Conl v MYCO+GIYCH NS NS
Lyephocyies {109;‘1.'}

Cent 737 . 854
Cout + CIYCE S0 3.6
MYSO 869 S48
MYCO -+ CIYCW 58 §54
SEN 122 128
Cost vz Qo+ CIYOW NS N&
Coalvs MYCO b NS
Cent vs MYZOQ +QICTW N5 NS
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Dhet 3wk & =k
doaccytes {1071}

0 ¥k Bk
7%

QLM | ERo e B P 014

MYCO .06
AIYCG e CTVOW 083 0.32%
SEM 418 022
Cot 3 Comt+ CTVOW NS NS
Contws MYCO N§ N5
Comt. v ATVCO+ CTYCW NS Ny

Eesinephits (16 1.3
Cont 037 DAY
Cont+ LTYCW 038 03¢
MYCG 034 038
MYCD 4 QYCW 833 .08
SEAL i 547
Cant vs Coat+ TIVOW 8 NS
Coat = AMYCO WA D6s
Coat vs MYQO+ CIVLW NE NS
Basoplile {10° 1}

Crut 7R 061
Coest + IV 85 H52
MVCO .47 074
MYQD+ CTYCW {87 I
SEM {19 N1s
Ceoart v Qont+ CTYOW NS N§
Contwvs AMYCO NE NS
Cot vy MYCO+ CIVCW by NG

*Values are least squate menns; £oeeach diet and phase n= 4 peas and 2 drds perpen
7 Control; *Clay Iuteddaced Yenst Celt Wil ¥ Coatnmingted diet; “Px 0.65,
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Table S Efiect of dietary Fusorfun inyeotoxing on plassaa chemnishy®

Caleinay (mmell}

Cared’ 3.0% Jad
et + CIvew? Ak 83%
MYCO 1058 63
MYCO+ CIYOW ERE] 14
SEM 404 a8
Cont vs Cont+ CIVCW Nyt ™S
Cout vy MYCO NS NE
Cert wva MYCO + CIVCW NS 0062
FPhosphoess fmol L)y
Cant 237 248
Com+ CIYCRW 252 348
MYCD 2467 247
MYCO+ CTYOw ] 264
SEM €08 G
Coat vs Cont & CIYCW NS NS
Contva ANCO NE nS
Cont vz MYCO < CIYOW NE Q05
Total Protela fgly
Costt 32 325
Cogt + CTYCW W12 3112
MYCO e 32582
MYCO+ CTVW 2t 3435
SEM 052 .68
Coat v Comt > CIVCW & NE
Coatvs MYCGO NS N3
Coat v MYCO CIYCW NS o063
Alvumin (g1}
Cout 237 83T
LrT— ¥ S¥k
MO 8233 8.58
MYCO + CTYOW 875 203
SEM 029 25
Cent w5 Ceni + CIYCW NS Ny
Contve MYCO BN N3
Cont. w MYCO+ CIYCW nS N
Globukin (L)
Cont 3038 BAT
Ceut+ CIVOW 22840 3350
MYCO 2337 .82
MYCO - TV 2100 252%
SEM 053 437
Cout v5 Cont + LIVOW N§ Ns
Contwm MYCO N8 iy
Cont. wa MYCO+ (TYCW NS a00s
Abbmnn Globulin rtio
Ceut 0.40 016
Cont+ CIVCW 037 LREY
MI'CO 038 35
MYCO -+ CIYTR 042 035
SEM 081 $.58
Coat v5 Cont+ CTVOW NG nNE
Lontvs AYCO ] NS
Cont v MYCOD + CIVEW N§ Nz
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WO 2010/083336
Gluoose {ounol L)
et 1835 17.82
L s e ik Pk
MYCO 17 jutarsi-teansfersne [R5E)Y

MYCO =+ CIVOW 17.63 1723
SEM 437 034
Coat ws. Lont+ STV N% Ns
Contvs MYCD 1200 N§
Cont s MYCD + CI¥CW NE NS
Cholesteral (nymokL}
Cunt 452 417
Crat. > CTYCW ERy 423
MYCO 410 184
MYCO+ CIVOW 443 73
SEM o582 013
Cont. ws Cont + CIYCW NI NS
Contys MYTD N§ NS
Cont v MYCO + TIYCW N8 .62
Total Bilinsdin i)
Crant i3 137
Coat+ CTYCW 87 pEF
AMYCO 487 2
MYCQO+ CTYCRW 12 262
SEM 074G .38
Coett v Lo+ CIVCW Ng N§
Coat v MYCO s NG
Cont v MYCO-+ CIYOW Ns NS
Cout 175 175
Comt s CTYCNY 200 150
! FEia gyk
MYCO + CTYCW o7 Senlme{UL) g
Cout L3 87738
SEM 013 0.18
Comt i Cont» CIYCW MR NS
Cont v MYCO .04 NS
Coat vs MYXCO+ CIYCW s Q.06

Cont

Cont  1LTYCW
MYCO

MYCOD+ CIVEY

SEM

Cont vs Coat + CTVCW
Cont v MYCO

Cad v MYCO+ JIYCwY

Coat
Coat + CTYCW
RIYCD

HIYCD + CIYOCW

SEM

Coat wv Cont+ CTYCW
Coatvs MYCO

Coat - ve MYCO + CIYCW

Asputate aminobnusfessse {LHLY

213.38 21243
13625 20778
228.7% 163
205.00 20375
815 642
Ng N§
o NE
by NG
Crextine Kinana {30}
1352.63 © ML
130038 7.63
164828 5338
114760 1066.53
17346 14341
NG WS
N W3
NS NS
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Coat+ CIYOW 22163 Tl 88
000 TV &) q15.2%
Pons crvesy gl Ry
Lactate dehydiopenass (UL
Eapt AR Sy
Eam3-500% crvew S g3
Contws MYCO NG NG
Tout w MYCO+ CIVGW nE N§
Lipase (T31)
Caosat 337 287
Cout + STYOW 437 .50
MYCO 4.3 152
MYCO+ {IYow 587 425
5EM 0.4 032
Coat vs Cont + CIVCW N§ NS
Coatvs MYCO NS i
Cant w MYCO- CIVEY NE NG
Uric acid ULy
Lot TS 16733
Coal.+ CIVCW 22150 144358
MYCO 202,50 164,75
MYCO - CIVOW 143G 27980
SEM g2z 257
Comt va Cont+ CIVCW Ny NS
Caatvs MYCO ws NS
Coat ve MYCO+ CIYCW D.5% 403
AMYCO S46.63 465235
MYCO- CIYERY r65.13 497483
SEM i 2084
Comt ve Cont+ CTYVCW NS nE
Contys AYCO NS 0.04
Coat ve MYCO + CIYCW [¢Kxrd NS
Glutmmate dSalrydeagenase {UL)
Comnt 4 &2 187
Cont+ CTYCW 325 1462
MYCO 42% 257
MYCO + CIYOW 158 233
SEM [(§ei] 036
Tt ve Com+ CIVCW W NE
Laatvs MYCO NG w3
Cont va MYCO + CTYCW sy NS

¥ Viakves are leart square sesass; £t ench diet and phase 0 = 4 pans and 2 birds pes pen
* Contend; * Cloy Itertaced Yeast Cell Wall, * Contuminased dist P > 0.5,

The feeding of contaminated grains significantly decreased the activities of lactate
dehydrogenase at wk 6 compared to control (Table 5). Supplementation of clay interlaced
yeast cell wall prevented this. There was a significant increase in the concentrations of
calcium and phosphorus in the birds fed contaminated and clay interlaced yeast cell wall dict
compared to control at wk 6. The same diet at wk 6 also significantly decreased the activities

of y-glutamy! transferase compared to control. A significant increase in the concentrations of
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total protein and giobulin, and decrease in cholesterol levels were observed in the birds fed

contaminated diet when supplemented with clay interlaced yeast cell wall.

The feeding of grains naturally contaminated with Fusarium mycotoxins to turkeys
resulted in a hormetic response with respect to body weight gain and feed efficiency. Feed-
borne Fusarium mycotoxins resulted in some effects on blood parameters compared to
controls including increased eosinophil counts and decreased lactate dehydrogenase activities
at week 6 and decrcased glucose concentrations and gamma-glutamyl transferase activity at
week 3. The feeding of clay interlaced yeast cell wall prevented all of these effects. The
feeding of clay interlaced yeast cell wall resulted in numerical increases (P>0.05) in growth

compared to the feeding of unsupplemented contaminated grains.

All publications and patents mentioned in the above specification are herein
incorporated by reference.  Various modifications and variations of the described
compositions and methods of the invention will be apparent to those skilled in the art without
departing from the scope and spirit of the invention. Although the invention has been
described in connection with specific preferred embodiments, it should be understood that the
invention as claimed should not be unduly limited to such specific embodiments. Indeed,
various modifications of the described modes for catrying out the invention that are obvious

to those skilled in the relevant fields are intended to be within the scope of the present

invention.
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CLAIMS
What Is Claimed Is:
1. Avyeastcell comprising a yeast cell wall comprising clay or a clay component

interlaced into said ycast ccll wall.

2. The yeast cell of Claim 1, wherein said yeast cell is cultivated in a cell culture

medium comprising clay.

3. The yeast cell of Claim 2, wherein said clay is a mineral clay or synthetic clay

belonging to the silicate group.

4. The yeast cell of Claim 3, wherein said clay is selected from the group consisting of a
zeolite, a bentonite, an aluminosilicate, a montmorillonite, a smectite, a kaolinite, an

organoclay and mixtures thereof.
5. The yeast cell of Claim 4, wherein the clay is an aluminosilicate clay.

6. The yeast cell of Claim 2, wherein the amount of clay in the cell culture medium is
from about 0.125% to 4.0%.

7. The yeast cell of Claim 6, wherein the amount of clay in the cell culture medium is
from about 0.5% to 2.0%.
8. The yeast cell of Claim 1, whercin said yeast is selected from the group consisting of

Saccharomyces, Candida, Kluyveromyces, Torulaspora and combinations thereof.
9. . The yeast cell of Claim 8, wherein said yeast is Saccharomyces cerevisiae.
10. A composition comprising a clay or clay component interlaced yeast cell wall extract.

11. The composition of Claim 10, wherein the clay or clay component interlaced yeast

cell wall extract is derived from a yeast cell cultivated in growth medium comprising a clay.

49



10

15

20

25

- 30

&r

WO 2010/083336 PCT/US2010/021076

12.  The composition of Claim 10, wherein glass beads and a bead beater are utilized to

prepare said yeast cell wall extract.

13. The composition of Claim 10, wherein enzymatic treatment is utilized to prepare said

yeast cell wall extract.

14.  The compoSition of Claim 10, wherein said clay or clay component interlaced yeast

cell wall extract is added to a feedstuff.

15.  The composition of Claim 14, wherein the feedstuff is sclected from the group
consisting of a Total Mixed Ration (TMR), a forage, a pellet, a concentrate,'a premix, a
coproduct, grain, distiller grain, molasses, fiber, fodder, grass, hay, kernel, leaves, meal,

solubles, and a supplement.

16.  The composition of Claim 10, wherein said clay or clay component interlaced yeast

cell wall extract is added to organic material.

17.  The composition of Claim 10, wherein said clay or clay component interlaced yeast

cell wall extract is added to water.

18.  The composition of Claim 10, wherein a liquid is filtered through said clay or clay

component interlaced yeast cell wall extract.
19.  The composition of Claim 18, wherein said liquid is a juice, water, beer or wine.

20.  The composition of Claim 10, formulated for feeding to any member of Kingdom

Animalia.

21. The composition of Claim 20, wherein said member is selected from the group
consisting of avian, bovine, porcine, equine, ovine, and caprine, piscines, shelifish, camelids,

feline, canine, and rodent species.
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22, The composition of Claim 10, wherein said clay or clay component interlaced yeast

cell wall extract sequester one or more mycotoxins.

23.  The composition of Claim 22, wherein said mycotoxin is selected from the group

consisting of Aflatoxins, Zearalenone, Trichothecenes, Fumonisins, and Ochratoxins.

24, The compaosition of Claim 22, wherein said mycotoxin is selected from the group
consisting of acetoxyscirpenediol, acetyldeoxynivalenol, acetylnivalenol, acetylneosolaniol,
acetyl T-2 toxin, extended to all aflatoxins, aflatoxin B1, B2, G1 and G2, aflatrem, altenuic
acid, alternariol, austdiol, austamide, austocystin, avenacein +1, beauvericin +2, bentenolide,
brevianamide, butenolide, calonectrin, chaetoglobosin, citrinin, citreoviridin, cochliodinol,
cytochalasin E, cyclopiazonic acid, deacetylcalonectrin, deactylneosolaniol, deoxynivalenol
diacetate, dcoxynivalenol monoacetate, diacetoxysciri)enol, destruxin B, enniatins, extended
to all ergot toxins and endophytes, fructigenin +1, fumagilin, fumonisins, fumonisins B1 and
B2 and B3, Fusarenon-X, Fusarochromanone, fusaric acid, fusarin, glictoxin, HT-2 toxin,
ipomeanine, islanditoxin, lateritin +1, lycomarasmin +1, malformin, maltoryzine,
moniliformin, monoacetoxyscirpenol, neosolaniol, nivalenol, NT-1 toxin, NT-2 toxin,
extended to all ochratoxins, oosporein, oxalic acid, patﬁlin, penicillic acid, penitrem, roridin
E, rubratoxin, rubroskyrin, rubrosulphin, rugulosin, sambucynin +1, satratoxins, F,G,H,
scirpentriol, slaframine, stericoncentrated modified yeast cell wall extracttocystin, T-1 toxin,
T-2 toxin, triacetoxyscirpendiol extended to all trichothecenes, trichodermin, trichothecin,
trichovetrins, trichoverrols, tryptoquivalene, verrucarin, verruculogen, viopurpurin,

viomellein, virtditoxin, xanthocillin, yavanicint+1, and zearalenols, and zearalenone.

25, An animal feedstuff comprising a clay or clay component interlaced yeast cell wall
extract, wherein said clay or clay component interlaced yeast cell wall extract is present in an

amount effective to sequester mycotoxins.

26.  The animal feedstuff of Claim 25, wherein said clay or clay component interlaced

yeast cell wall exiract is present in an amount of about 0.0125% to about 10% by weight of
the feed.
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27.  The animal feedstuff of Claim 25, wherein said clay or clay component interlaced

yeast cell wall extract is present in an amount of about 0.0125% to about 4.0% by weight of
the feed.

28. A method for reducing bioavailability of mycotoxins to an animal or human
comprising:
a) providing
1.) a composition comprising a clay or clay component interlaced yeast cell
wall extract; and
i1) a material consumed by animal or human;
b) incorporating said clay or clay component interlaced yeast cell wall extract into
said material to produce a clay or clay component interlaced yeast cell wall extract
incorporated material; and

c) allowing said animal or human to consume said clay or clay component interlaced
yeast cell wall extract incorporated material.

29.  The method of Claim 28, wherein said material is a feedstuff.

30.  The method of Claim 29, wherein about 0.0125% to about 0.4% of said composition

comprising a clay or clay component interlaced yeast cell wall extract is added by weight to
said feedstuff.

31.  The method of Claim 28, wherein said material is bedding,

32. The method of Claim 31, wherein about 0.0125% to about 99.0% of said composition

comprising a clay or clay component interlaced yeast cell wall extract is added by weight to
said bedding.

33.  The method of Claim 28, wherein said material is a liquid.

34.  The method of Claim 33, wherein about 0.0125% to about 99.0% of said composition

comprising a clay or clay component interlaced yeast cell wall extract is added by weight to
said liquid.
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35.  The method of Claim 28, wherein said animal is selected from the group consisting of
avian, bovine, porcine, equine, ovine, and caprine, piscines, shellfish, camelids, feline,

canine, and rodent species.

36.  The method of Claim 28, wherein said composition comprising a clay or clay

component interlaced yeast cell wall extract sequesters one or more types of mycotoxins.

37. The method of Claim 36, wherein said mycotoxins is selected from the group
consisting of Aflatoxins, Zearalenone, Trichothecenes, Fumonisins, Ochratoxins, and

combinations thereof,

38.  The method of Claim 28, further comprising incorporating an additional agent into
said clay or clay component interlaced yeast cell wall extract incorporated material, wherein

said agent js selected from the group consisting of an esterase, epoxidase, yeast and bacterial

strain.

39. A method of producing a commercial-scale quantity of clay or clay component

interlaced yeast cell wall extract comprising:

a) providing:
i) yeast starter culture; and
i) yeast cell culture media, wherein said yeast cell culture media

comprises the required nutrients for yeast growth and a clay or clay

component;
b) introducing said yeast starter culture into said yeast cell culture media;
c) incubating said yeast in an industrial-scale fermenter under conditions

configured to allow yeast growth, wherein said yeast incorporate said clay or clay

component into the yeast cells wall during growth;

d) adding anti-foaming agent to said fermenter;
e) ~ lysing the clay or clay component interlaced yeast cells walls; and
H separtating said or clay component interlaced yeast cells walls from the other

yeast components,

40.  The method of Claim 39, wherein said yeast is selected from the group consisting of

Saccharomyces, Candida, Kluyveromyces, Torulaspora and combinations thereof’
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41.  The method of Claim 39, wherein said clay is a mineral clay or synthetic clay

belonging to the silicate group.

42.  The method of Claim 40, wherein said clay is selected from the group consisting of a
zeolite, a bentonite, an aluminosilicate, a montmorillonite, a smectite, a kaolinite, an

organoclay and mixtures thereof.
43.  The method of Claim 42, wherein the clay is an aluminosilicate clay.

44, The method of Claim 39, wherein the amount of ¢lay in the cell culture medium is
from about 0.125% to 4.0%.

45.  The method of Claim 44, wherein the amount of clay in the cell culture medium is
from about 0. 5% to 2.0%.

46.  The method of claim 39, wherein said industrial-scale fermenter is between one

thousand and five million liters.

47.  The method of claim 39, wherein said anti-foaming agent is added to alleviate effects

of said clay on the incubation process.

48.  The method of claim 39, wherein said anti-foaming agent is selected from the group
consisting of a nonsilicone molecular defoamer, oil-based defoamer, powder defoamer,
water-based defoamer, silicone based defoamer, polyethylene glycol-based defoamer,

polypropylene glycol-based defoamer, and alkyl polyacrylates.

49.  The method of claim 39, wherein said anti-foaming agent comprises a nonsilicone

molecular defoamer.

50.  The method of claim 39, wherein said lysing comprises glass beads, a bead beater

and/or enzymatic treatment.
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FIGURE 3
Adsorption
Sample Glucan (%) Mannan (%) Ratio G/M Protein (%) { Remnant (%) ZEARALENONE
(%)
YCW only 45.52 + 0,54 41.29 + 0.62 1.01 12.38 0.81 6.91£2.19
YCW +0.5% 42.68 + 0.49 35.70% 0.20 1.20 14.34 7.28 45.64 + 5.30
YCW +1.0% 42.69 4 0.39 31.6740.37 135 15.83 9.81 73.55+2.98
YCW +2.0% 3_8.24 + 0.28 26.34%0.17 1.45 19.80 15.53 79.33+2.24
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FIGURE 4

Adsorption Adsorption }C\zlrlltent
Sample Glucan (%) Mannan (%) Ratio GV ZEARALENONE | AFLATOXIN (%)

(%) B1 (%)
YCW only 32.457£0.19 2592+0.28 1.25 . 6934 + 0.58 2.65+0.55 2.76
YCW + 1.0% 39.93+0.26 22.29+ (.23 179 80.33 & 0.28 4073 £3.30 7.8
YCW +2.0% 36.14 £ (.20 20,97+ 0,12 1.72 85.89::1.02. 53.70 + 1.97 10.33
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FIGURE 5
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FIGURE 6

Exp/Batch #
Material ID
% ash

%C

%H

%N
%Protein

Tolal Plate Count (cfu/g)

% alcohaol

% glucose

% mannose

6/9

08-026
0.5.% Smectite CIYCW Spray-dried
21.59
37.82
53
375
23.46
9.35 x 10*
1.79 (5hrs)
4.07 (Shrs)

4.72 (11hrs)

275

194

PCT/US2010/021076

09-002
0.5.% Smeclite CIYCW Spray-dried
20.26%
37.43
5.1745
5.15
32,14
0.14 (0hr)
0.60 (3hrs)
1.64 (6hrs)
2.90 (9hrs)
4.82
282

16.1
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FIGURE 7
o . ; . Adsorption (%)
Yeast Clay (1%, smectite) Enzyme hydrolysis ATRI ZEA
ADY (YCW only) - + 6.9+45 393+24
ADY (#08-036) + + 85353 579+ 1.1
(#09-002) 99.8 + 02 55.1x1.1
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FIGURE 8
o : ' . Adsorption (%)
Yeast Clay (0.5%, Smectite) Enzyme hydrolysis ATBI ZTA
ADY + + 7542132 692412

37
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FIGURE 9
H 0
Yeast Clay (1%, MBB(2) Enzyme hydrolysis AF};\ldsnrptmn { A)Z)‘E y
Levapan + + 938+69 56.7%0.7
Levapan - - 6.7+£27 403+0.7
DCL + + 89.3+45 51316
DCL - - 47+54 486+ 1.4
ADY + + 616+£50 68.7x04
ADY - + 6.1+28 58.7+09
ADY - -

58+37 39509
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COMPOSICIONES DE LEVADURA ENTRELAZADAS ‘CON ARCILLA Y
MﬁTODOS DE UTILIZARLAS
! .
La presente solicitud reivindica la prioridad de la
Solicitud Provisional de U.S. 61/144.620 presentada el 14
de enero de 2009, incorporada en la presente por

referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a composiciones que
comprenden células de levadura y/o componentes de la
célula de levadura y métodos para producirlos vy
utilizarlos. En particular, la invencidén proporciona
nuevas levaduras que comprenden la estructura de la pared
alterada {por ejemplo, integrada con arcillia vy/o

componente de arcilla (por ejemplo, entrelazada) en las

: paredés celulares y/o las paredes celulares que

comprenden una relacidén de glucano:manano alterado),
métodos de producir los mismos, composiciones que
comprenden y/o derivanlde los mismos, y métodos de uso de
los mismos (por ejemplo, para secuestrar y/o adsorber
bacterias y toxinas). Las composiciones y métodos de la
invencidén se usan en una variedad de aplicaciones que
incluyen dietaria (por ejemplo, mezcla con productos
alimenticios para -animales o alimentacidén de otra manera
a los animales), terapéutica, profildctica (por ejemplo,
mezclar con materiales de relleno y/u otros materiales
que se ponen en contacto con los animales, uso durante el
procesamiento de alimentos y bebidas, y uso durante la

filtracidn de liquidos), asi como en aplicaciones de

investigacién.
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los hongos son ubicuos en el mundo, y poco visibles
ya que ellos comiunmente son microscdédpicamente pequefios.
Las micotoxinas son metabolitos secundarios secretados
por los hongos. Las micotoxinas son compuestos téxicos
y/o carcinogénicos producidos por varias especies
fingicas qgue crecen en diversas materias primas
agricolas. Los ejemplos de micotoxinas, incluyen pero sin
limitacién aflatoxinas, fumonisinas, ochratoxina A,
deoxinivalenol {también conocida Como “DON" 0
“vomitoxina”), patulina, y zearalenona. Las micotoxinas a
menudo se producen en los granos de cereales asi como
antes, durante y después de la recoleccidén de forrajes.
Algunas micotoxXinas son letales, algunas causan
enfermedades identificables o problemas de salud, algunas
debilitan el sistema inmune sin producir sintomas
especificos para la micotoxina, algunas actdan como
alergenos o irritantes, y algunas tienen efecto
desconocido sobre animales o seres humanos. El mayor
impacto econdémico de la contaminacién con micotoxina se
siente en los cultivos y productores de la industria
avicola, asi como en los productores de alimentos vy
alimentos para animales. Las micotoxinas pueden aparecen

en la cadena alimenticia como resultade de la infeccidn

'fﬁngica de productos vegetales, y también pueden ser

ingeridos directamente por los seres humanos o)
introducidos por contaminacidn de los productos
alimenticios para animales del ganado. Las micotoxinas
contaminan los materiales organicos (por ejemplo,
rellenos) asi como agua, y resisten mucho a la
descomposicidén  durante la digestidén de modo que
permanecen en la cadena alimenticia en productos

comestibles (por ejemplo, carne, huevos y productos
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lacteos).. Ninguna regién .del mundo escapa de‘ la
micotoxinas y su impacto negativo en la salud animal vy
humana. La evolucidén del comercio global de productos
alimenticioé para animales aumenta las oportunidades de
que las mezclas de graﬁos produzcan combinaciones de
micotoxinas en una dieta determinada y que micotoxinas
inusuales e insospechadas se presenten en una regién
determinada independientemente de su condicidén climética.

Las estrategias usadas para evitar la aparicién de
micotoxinas involucra controlar elementos que permiten la
produccidén de micotoxinas, controlar el crecimiento de
los hongos, asi como practicar control de calidad de los
alimentos para consumo humano y animal por medio de una
metodoleogia adecuada de muestreo, deteccidn Y
cuantificacién. Sin embargo, la contaminacién con
micotoxinas es inevitable.

A fin de reducir 1los efectos negativos de las

micotoxinas, histéricamente han afiadido materiales
inorganicos tales COmo arcillas, bentonitas, y
aluminosilicatos, conocidos por sus propiedades

adscortivas, a los productos alimenticios para animales.
Los aditivos de productos alimenticios para animales, en
grandes cantidades, secuestran algunas micotoxinas en el
tracto gastrointeétinal del animal y minimizan sus
efectos téxicos. Sin embargo, los aditivos impiden la
absorcidén de muchos nutrientes beneficiosos gque son
importantés para los animales tales como vitaminas,
minerales, y aminocidcidos, de este modo disminuye la
densidad de nutrientes de la dieta. Ademds, los aditivos
de productos alimenticios para animales, en particular en
las heces animales, tienen un impacto ambiental

extremadamente perjudicial.
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Los agentes quimicos tales como acidos, bases (por
ejemplo, amoniace, soda caustica), oxidantes (por
ejenplo, perdxido de hidrdédgeno, ozono), agentes
reductores (por ejemplo, bisulfitos), agentes clorados y
formaldehidos, se han usado para degradar las micotoxinas
en los alimentos contaminados, en particular las
aflatoxinas (Ver, por ejemplo, Hagler 1991; Phillips et
al 1994; Lemke et al 2001}. Sin embargo, estas técnicas
no son eficientes, son costosas, generan una cantidad
significativa de residuos quimicos, y a menudo son
generalmente inseguras.

Ciertas cepas de bacterias dcido lacticas,
propionibacterias y bifidobacterias tienen estructuras de
pared celular que se unen a las micotoxinas (Ver, por
ejemplo, Ahokas et al 1998; El-Nemazi et al 1998; Yoon et
al 1599) y limitan su biodisponibilidad en el cuerpo del
animal. Sin embargo, estos procesos biolégicos son
generalmente lentos, producen metabolitos téxicos Yy son

ineficientes.

SINTESIS DE LA INVENCION

En algunas formas de realizacién, 1la presente
invencién provee una célula de levadura que comprende una
pared de célula de levadura gue comprende arcilla o un
componente de arcilla entrelazado en una pared de célula
de levadura. En algunas formas de realizacién, la célula
de levadura se cultiva en un medio de cultivo celular que
comprende arcilla. En algunas formas de realizacidn, la
arcilla es una arcilla mineral o arcilla sintética que
ﬁertenece al grupo de silicato. En algunas formas de
realizacidn, la arcilla estd seleccionada de una zeolita,

una bentonita, un aluminosilicato, una montmorilonita,

"N
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una esmectita, una caolinita, una organocarcilla y mezclas
de ellos. En algunas formas de realizacidén, la arcilla es
una arcilla de aluminosilicato. En algunas formas de
realizacién, la cantidad de arcilla ' en ei medio de
cultive <celular es de aproximadamente el 0,125% a
aproximadamente el 4,0%. En algunas formas de
realizacién, la cantidad de arcilla en el medio de
cultivo celular es del 0,125% al 4,0%. En algunas formas
de realizacién, la cantidad de arcilla en el medioc de
cultivo celular es de aproximadamente el 0,5% a
aproximadamente el 2,0%. En algunas formas de
realizacién, la cantidad de arcilla en el medio de

cultivo celular es del 0,5% al 2,0%. En alqunas formas de

realizacién, la levadura esta seleccionada de

Saccharomyces, Candida, Kluiveromyces, Torulaspora y sus
combinaciones. En algunas formas de realizacién, la
levadura es Saccharomyces cerevisiae.

En algunas formas de realizacién, la presente
invencién provee composicién que comprende una arcilla o
extracto de la pared celular de levadura enlazado con
componente de arcilla. En algunas formas de realizacién,
la arcilla o extracto de la pared celular de levadura
enlazado con componente de arcilla se deriva de una
célula de levadura cultivada en medio de cultivo que
comprende una arcilla. En algunas formas de realizacién,
se utilizar perlas de vidrio y una batidora de perlas
para preparar el extracto de pared de célula de' levadura.
En alqunas formas de realizacién, se utiliza un
tratamiento enzimdtico para preparar el extracto de pared
de célula de levadura. En algunas formas de realizacién,
la arcilla o extracto de la pared celular de levadura
enlazado con componente de arcilla se afade a un

alimento. En algunas formas de redlizacién, el forraije
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estd seleccionado de una racidn mezcla total (Total Mixed
Ration, TMR), un forraje, un pellet, un concentrado, una
premezcla, un coproducto, grano, granc de destilacién,
melazas, fibras, pienso, pasto, heno, grano, hojas,
comida, solubles y un suplemento. En algunas formas de
realizacidén, la arcilla o extracto de 1la pared celular de
levadura enlazado con componente de arcilla se afade a
material organico. En algunas formas de realizacién, la
arcilla o extracto de 1la pared celular de levadura
enlazado con componente de arcilla se aﬁade al agua. En
algunas formas de realizacién, un liquido se filtra a
través de la arcilla o extracto de la pared celular de
levadura enlazado con componente de arcilla. En algunas
formas de realizacién, el 1liquido es un jugo, aqua,
cerveza © vino. En algunas formas de realizacién, la
composicidén se formula para alimentar a cualquier miembro
del reino animal. En algunas formas de realizacién, el
miembro del reino animal esta seleccionado de especies de
aves, bovinos, porcinos, equinos, ovinos Yy caprinos,
peces, mariscos, camélidos, felinos, caninos y roedores.
En algunas formas de realizacién, la arcilla o extracto
de la pared celular de levadura enlazado con componente
de arcilla secuestra una o varias micotoxinas. En algunas
formas de realizacidn, la micotoxina estd seleccionada de
Aflatoxinas, Zearalenona, Trichotecenos, Fumonisinas M
Ochratoxinas. En algunas formas de realizacién, la
micotoxina ‘estd seleccionada de de acetoxiscirpenodiol,
acetildesoxinivalenol, acetilnivalenol,
acetilneosolaniol, toxina de acetilo T-2, extendida a
todas las aflatoxinas, aflatoxina Bl, B2, Gl y G2,
aflatrem, dcido altenuico, alternariol, austdiol,
austamida, austocistina, avenaceina +1, beauvericina +2,

bentenolida, brevianamide, butenoclide, calonectrina,
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chaetoglobosina, citrinina, citreoviridina, cochliodinol,
citochalasina E, acido . cilclopiazdnico,
desacetilcalonectrina, desactilneosolaniocl, diacetatoc de
desoxinivalenol, monoacetato de descoxinivalenol,
diacetoxiscirpenol, destruxina B, enniatinas, extendida a
todas las toxinas ergot y endofitos, fructigenina +1,
fumagilina, 'fumonisinas, fumonisinas Bl y B2 y B3,
Fusarenona-X, Fusarochromanona, acido fusarico, fusarina,
gliotoxina, teoxina  HT-2, ipomeanina, islanditoxina,
lateritina +1, licomarasmina +1, malformina, maltorizina,
moniliformina, monocacetoxiscirpenol, neosolaniol,
nivalenol, toxina NT-1, toxina NT-2, extendida a todas
las ocratoxinas, oosporeina, A&cido oxalico, patulina,
dcido penicilico, penitrem, roridina E, rubratoxina,

rubroskirina, rubrosulfina, rugulosina, sambucinina +1,

satratoxinas, F,G,H, scirpentriol, slaframina,
stericoncentrated modified yeast cell wall
extracttocistin, toxina T-1, toxina T-2,

triacetoxiscirpendiol extendida a todos los tricotecenos,
tricodermina, tricotecina, tricoverrinas, tricoverroles,
triptoguivaleno, verrucarina, verruculédgeno,
viopurpurina, viomelleina, viriditoxina, xantocilina,
iavanicina + 1 y zearalenoles y zearalenona.

En algunas formas de realizacién, 1la presente
invencién provee una composicién que comprende una
arcilla 0 extracto de 1la pared celular de levadura
enlazado con componente de arcilla, en donde la arcilla o
extracto de la pared celular de levadura enlazado con
componente de arcilla estd presente en una cantidad
efectiva para secuestrar micotoxinas. Por ejemplo, en
algunas formas de realizacién, la arcilla o extracto de
la pared celular de levadura enlazado con compeonente de

arcilla estd presente en una cantidad de aproximadamente

7

xif



10

15

20

25

30

el 0,0125% a aproximadamente el 10% en . peso de un
producto alimenticio. En algunas formas de realizacién,
la arcilla o extracto de la pared celular de levadura
enlazado con componente de arcilla estd presente en una
cantidad de aproximadamente el 0,0125% a aproximadamente
el 4,0% en peso de un producto alimenticioc. La presente

invencién no estd limitada al tipo de producto

alimenticio.
En algunas formas de realizacién, 1la presente
invencién provee un método para reducir 1la

biodisponibilidad de las micotoxinas en un animal o
humano que comprende: (a) proveer: (i.) una composicién
que comprende una arcilla o extracto de la pared celular
de levadura enlazado con componente de arcilla y (ii) un
material consumido por animal o humano; (b)'incorporar la
arcilla o extracto de la parea celular de levadura
enlazado coﬁ componente de arcilla en el material para
producir una arcilla o material incorporade en el
extracto de la pared celulér de levadura enlazado con
componente de arcilla; y (c} dejar que el animal o humano
consuma la arcilla o el material incorporado en el
extracto de la pared celular de levadura enlazado con
componente de arcilla. En algunas formas de realizaciédn,
el material es un producto alimenticio. En algunas formas
de realizacién, aproxzimadamente el 0,0125% a
aproximadamente el 0,4% en peso de la composicién que
comprende una arcilla o extracto de la pared celular de
levadura enlazado con componente de arcilla se adade a un
forraje. En algunas formas de realizacién, el material es
un relleno. En algunas formas de 'realizacién,
aproximadamente el 0,0125% a aproximadamente el 899,0% de
la composicién que comprende una arcilla o extracto de la

pared celular de levadura enlazado con cemponente de
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arcilla se afiade en peso al relleno. En algunas formas de
realizacibén, el material es un liquido. En algunas formas
de realizacidn, aproximadamente el 0,0125% a
aproximadamente el 99,0% de la composicién que comprende
una arcilla o extracto de la pared celular de levadura
enlazado con componente de arcilla se afiade en peso al
liquido. En algunas formas de realizacién, el animal esté
seleccionado de una especie de aves, bovinos, porcinos,
equinos, ovinos y caprinos, peces, mariscos, camélidos,
felinos, <caninos y roedores. En algunas formas de
realizacién, la composicién que comprende una arcilla o
extracto de la pared celular de levadura enlazado con
componente de arcilla secuestra unc o varios tipos de
micotoxinas. En algunas formas de realizacién, las
micotoxinés s50n Aflétoxinas, Zearalenona, Trichotecenos,
Fumonisinas, Ochratoxinas o sus combinaciones. En algunas
formas de realizacidén, la presente invencién también
provee incorporar un agente adicional en la arcilla o
material incorporado en el extracto de la pared celular
de levadura enlazado con componente de arcilla, en donde
el agente esta seleccionado de una esterasa, epoxidasa,
levadura y/o cepa bacteriana.

En algunas formas de realizacidén, la presente
invencién provee un método de produccién de una cantidad
en escala comercial de arcilla o extracto de la pared
celular de levadura enlazado con componente de arcilla

que comprende: (a} proveer: (i) cultivo inicial de

levadura y (ii) medio de cultivo de células de levadura,

en donde el medio de cultivo de la célula de levadura
comprende los nutrientes requeridos para el crecimiento

de levadura y una arcilla o componente de arcilla; (b)

introducir el cultivo inicial de levadura en el medio de

cultivo de la'célula de levadura; (c) incubar la levadura
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en un fermentador de escala industrial en condiciones
configuradas para permitir el crecimiento de levadura, en
donde la levadura incorpora la arcilla ¢ el componente de
arcilla en la pared celular de la levadura durante el
crecimiento; (d) ahadir agente antiespumante al
fermentador; (e) lisar la arcilla o paredes celulares de
levadura entrelazadas con el componente de arcilla; y (f)
separar la arcilla o las paredes.celulares de levadura
entrelazadas con el componente de arcilla de los demés
componentes de la levadura. En algunas formas de
realizacidn, la levadura esta seleccionada de
Saccharomyces, Candida, Kluiveromyces, Torulaspora O sus
combinaciones. En algunas formas de realizacién, la
arcilla es una arcilla mineral o arcilla sintética que
pertenece al grupo de silicato. En algunas formas de
realizacidén, la arcilla es una zeolita, una bentonita, un
aluminosilicato, una montmorilonita, uné esmectita, una
caolinita, una organoarcilla o mezclas de ellos. En
algunas formas de realizacién, la arcilla es una arcilla
de aluminosilicato. En algunas formas de realizacién, la
cantidad de arcilla en el medio de cultivo celular es de
aprokimadamente 0,125% a aproximadamente el 4,0%. En
algunas formas de realizacién, la cantidad de arcilla en
el medio de cultivo celular es de aproximadamente 0,5% a
aproximadamente el 2,0%. En algunas formas de
realizacidén, la cantidad de arcilla en el medio de
cultive celular varia del 0,125% al 4,0%. En algunas
formas de realizacién, la cantidad de arcilla en el medio
de cultivo celular va del 0,5% al 2,0%. En algunas formas
de realizacién; el fermentador de escala industrial estéa
entre mil y cinco millones de litros. En algunas formas
de realizacién, el agente antiespumante se afade para

aliviar los efectos de la arcilla sobre el proceso de
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incubacién. En algunas. formas de realizacién, el agente .

antiespumante es un antiespumante molecular no
siliconado} antiespumante a base de aceite, antiespumante
en polvo, antiespumante en base acuosa, antiespumante a
base de silicona, antiespumante a base de
polietilenglicol, antiespumante a base de
polipropilenglicol ¢ poliacrilatos de alquilo. En algunas
formas de realizacién, el agente antiespumante es un
antiespumante molecular no siliconado. En algunas formas
de realizacién, el lisado comprende perlas de wvidrio, un

homogeneizador y/o tratamiento enzimitico.

DESCRIPCION DE 1.0S DIBUJOS

La Figura 1 muestra A) una representécién de una
célula de levadura con arcilla y/o componentes de arcilla
entrelazados en la pared celular de la levadura, y B) una
descripcibn comparativa de (a) la pared celular de 1la
levadura de una célula de levadura cultivada en ausencia
de arcilla y {(b) la pared celular de la levadura de una
célula de levadura que crece/cultiva en presencia de
arcilla.

La Figura 2 muestra una micrografia electrénica de
barrido (A) una arcilla bentonita (Fluka); (B) células de
levadura cultivadas en ausencia de arcilla y un primer
plano de la porcién de glucano de la pared celular de 1la
levadura; (CLl) célula de levaduras cultivadas en
presencia de 2% de arcilla bentonita con detalle de una
formacidén del conglomerado de varias células de levadura
en la estructura laminar de bentonita; (C2}) células de

levadura cultivadas en presencia de 2% de arcilla

bentonita con detalle de una inclusién de 1la arcilla
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directamente en la estructura de la pared celular de la
levadura.

La Figura 3 proporciona caracteristicas de los
extractos de pared celular de la levadura preparados
mediante microesferas de vidrio y un homogenizador
celular tipo Minibead Beater de las células de levaduras:
cultivadas en ausencia de arcilla (solo pared celular de
la levadura “YCW”), células de levaduras cultivadas en
presencia de 0,5% de arcilla (YCW + 5%), célula de
levaduras cultivadas en presencia de 1% de arcilla {(YCW +
1,0%), y célula de levaduras cultivadas en presencia de
2,0% de arcilla. Adicionalmente, los porcentajes de
adsorcidén de la micotoxina zearalanona para cada una de
las muestras.

La Figura 4 proporciona caracteristicas de los

extractos de pared celular de la levadura preparados

utilizando corte de proteasa de las células de levaduras

cultivadas en ausencia de arcilla (YCW sola), célula de
levaduras cultivadas en presencia de 1% de arcilla (YCW +

1,0%), y células de levaduras cultivadas en presencia de
2,0% de arcilla.

La Figura 5 ilustra la anatomia de una célula de

levadura.

La Figura 6 muestra la composicién de dos lotes de

- CIYCW producido en una escala semiindustrial.

La Figura 7 muestra resultados de la eficacia de
secuestro obtenidos en el proceso en escala
semiindustrial de la pared celular de la levadura, con y
sin arcilla de esmectita y que no ha sido extraida con
hidréiisis enzimatica. El nivel de inclusién de los
productos secuestrantes para- AFBl1 y ZER fueron
respectivamente 0,1 y 0,4% en el medio de reaccién que se

mantuvo a un pH constante de 4,0. El ensayoc se realizé
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con agitacién orbital durante 90 min a 37 °C y la
cantidad de toxina unida se evalué usando HPLC equipada
con un detector fluorescente.

La Figura 8 muestra los resultados de la eficacla de
secuestro obtenidos con la produccidén de pared celular de
la levadura con arcilla de esmectita y que ha sido
extraida con hidrdélisis enzimatica. El nivel de inclusién
de los broductos secuestrantes para AFBl y ZEA fueron
respectivamente 0,1 y 0,4% en el medio de reaccidén que se
mantuvo a un pH constante de 4,0. E1 ensayo se realizé
con agitacidén orbital durante 90 min a 37 °C y la
cantidad de toxina unida se evaludé usando HPLC equipada
con un detector fluorescente.

La Figura 9 muestra los resultados de adsorcién
obtenidos con las diferentes paredes celulares de la
levadura que provienen de tres cepas éultivadas con ¢ sin
arcilla MBB02 y que ha sido extraida o no con hidrélisis
enzimatica. El nivel de inclusién de los productos
secuestrantes para AFBl y ZEA fueron respectivamente 0,1
Yy 0,4% en el medio de reaccidn 'que se mantuvo a un pH
constante de 4,0. El1 ensayo se realizdé con agitacién
orbital durante 90 min a 37°C y la cantidad de toxina

unida se evalué usando HPLC equipada con un detector

flucrescente.

DEFINICIONES

Como se usa en la presente, los términos “levadura”
y “células de levadura” se refieren a microorganismos
eucaridticos clasificados en el reino de los Hongos, que
tienen pared celular, membrana celular vy componentes
intracelulares. Las levaduras no forman wun grupo
taxondémico o filogenético especifico. En la actualidad se

conocen aproximadamente 1.500 especies; se estima que
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solo se ha descripto el 1% de las especies de levaduras.
El término “levadura” a menudo se toma como sindnimo para
S. cerevisiae, pero la diversidad filogenética de las
levaduras se muestra por su ubicacidn en albas divisiones
de Ascomycota y Basidiomycota. Las levaduras de gemacién
{“levaduras verdaderas”) se <clasifican en el orden
Saccharomycetales. La mayor parte de las especies de
levadura se reproducen asexualmente por gemacién, aunque
algunas se rededucen por fisidén binaria. Las levaduras
son unicelulares, si bien algunas especies son
multicelulares a través de la formacién de una cadena de
células en gemacibdn conectadas conocldas como
pseudohifas, o hifas falsas. El1 tamafio de la levadura
puede variar mucho de acuerdo con la especie, normalmente
miden de 3-4 pm de didmetro, aunque algunas levaduras
pueden alcanzar mas de 40 um.

Como se wusa en la presente, el término “pared
celular de la levadura” también denominado como “YCW” se
refiere a la pared celular de un organismo de levadura
que rodea la membrana plésmica y los componentes
intracelulares de la levadura. La pared celular de la
levadura incluye la capa externa (principalmente manano)
y la capa interna (principalmente glucano y quitina) de
la pared celular de la levadura. Una funcién de la pared
celular es proporcionar estructura y proteger el interior
de la levadura (si centro de actividad metabdélica). Las
vias de seflalizacién y reconocimiento tienen lugar en la
pared celular de la levadura. La composicién de la pared
celular de la levadura varia de cepa a cepa y de acuerdo
con las condiciones de cultivo de la levadura.

Como se usa en la presente, el término “extracto de
la pared celular de la levadura” se refiere a la pared

celular de la levadura de la levadura que ha sido rota o
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“lisada” (por ejemplo, durante una etapa de ruptura o
lisado) y separada de los componentes intracelulares
solubles de la célula de levadura.

Bl término “aislade” cuando se usa en relacién con

-una pared celular de la levadura, como en ™“una pared

celular de la levadura aislada” o “pared celular de la
levadura aislada integrada con arcilla” o “pared celular
de la levadura aislada que comprende la estructura de
glucano:manano alterada” se refiere a una pared celular
de la levadura o componente de esta que se identifica y
separa de al menos de un componente con el que se asocia
cominmente en su fuente natural. En consecuencia, una
pared celular de la levadura aislada es la gque esta
presente en una forma o configuracién que es diferente de
la que se halla en la naturaleza (por ejemplo, que esta
separada de los componentes intracelulares de la
levadura). En contraste, pared celular de la levadura no
aislada es una pared celular de la levadura o componente
de esta que se halla en el estado en gue existe en la
naturaleza. En algunas formas de realizacién, la pared
celular de la levadura aislada se usa para describir el
extracto de la pared celular de la levadura.

Como se usa en la presente, el término “purificado”
0 “purificar” se refiere a la extraccién de los
componentes de una muestra. Por ejemplo, 1las paredes
celulares de la levadura o extractos de la pared celular
de la levadura se purifican por la extraccién de los
componentes gque no son la pared celular de la levadura
(por ejemplo, membrana pléasmica y/o componentes
intracelulares de la levadura); también se purificar por
la eliminacién de contaminantes u otros agentes que no
son pared celular de la levadura. La extraccidén de los

componentes que no son la pared celular de la levadura
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y/o contaminantes no pared celular de la levadura produce
un aumento del por ciento de pared celular de la levadura
© sus componentes en una muestra. En otro ejemplo, las
paredes celular de la levadura que comprenden arcilla o
compenentes de aréilla integrados/entrelazados en la
pared celular de la levadura se purifican por la
extraccidn de los compoﬁentes que no son la pared celular
de la levadura (por ejemplo, membrana pléasmica y/o
componentes intracelulares de la levadura), de este modo
el por ciento de pared celular de la levadura que
comprende arcilla o compohentes de arcilla
integrados/entrelazados en la pared celular de la
levadura estd aumentado en una. |

Como se usa en la presente, la expresidn “extracto
de la pared celular de la levadura concentrado” se
refiere al extracto de la pared celular de la levadura
gue se concentra pér medic de uno o mas procedimientos
(por ejemplo, por secado (por ejemplo, durante una etapa
de secado y concentracién)). En otro ejemplo, un extracto
de la pared celular de la levadura concentrado es una
preparacién de pared celular de la levadura o preparacién
de extracto de la pared celular de la levadura que se
purifica por la extraccién de los componentes que no son
la pared celular de 1la levadura. |

Como se usa en la presente, el términos “levadura
modificada” y “levadura alterada” se refieren a la
levadura cultivada de una manera gque se altera la
composicidn, estructura y/o funcién de la levadura (por
ejemplo, que latera la composicién, estructura y/o
funcidén de la pared celular de la levadura (por ejemplo,
una pared celular de 1la levadura que comprende’ la
relacién de glucano:manano alterada y/o

arcilla/componente de arcilla integrado/entrelazado en la

16

KO



10

15

20

25

30

pared celular de la. levadura gque funciona de modo
diferente de una pared celular de la levadura sin 1la
relacién de glucano:manano alterada y/o no arcilla o
componente no arcilla integrado/entrelazado en la pared
celular de la levadura) ..

| Como se wusa en 1la presente, el término ‘“pared
celular de la levadura modificada” se refiere a la pared
celular de la levadura de la 1levadura modificada o
alterada. '

Como se usa en la presente, el término “extracto de
la pared celular de la levadura modificada” se refiere al
extracto de la pared celular de la levadura de levadura
modificada o alterada.

Como se usa en la presente, el término “extracto de
la pared celular concentrado de la levadura modificada”
como se usa en la presente se refiere al extracto de la
pared celular de la levadura concentrado derivado de una
levadura modificada o alterada, por ejemplo, en la
patente US N.° 6,045,834,

Comc se usa en la presente, las expresiones
“levadura entrelazada con arcilla”, “levadura integrada
con arcilla”, “levadura entrelazada con los componentes
de arcilla”, levadura integrada con los compcnentes de

arcilla” se refieren a levaduras crecidas o cultivadas en

-presencia de arcilla o componentes de arcilla que han

incorporado o entrelazado ‘arcilla o componentes de
arcilla en la pared celular de la levadura. La levadura
entrelazada con arcilla o componentes de arcilla es un
tipo especifico de levadura modificada.

Como se usa en la presente, el término “entrelazado”
como en “extracto de la pared celular de la levadura
entrelazada con arcilla”, extracto de la pared celular de

la levadura entrelazada con componentes de arcilla’”, o
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similares se refiere a la integracidén de arcilla o
componente de arcilla en la pared celular de la levadura.
Si bien no es necesario un mecanismo para practicar la
invencidén y la invencidén no se limita a ningdn mecanismo
de acciédn, en algunas formas de realizacién, el
entrelazado de arcilla o componente de arcilla en la
pared celular de la levadura ocurre durante el
crecimiento de la levadura ({por ejemplo, después de su
ciclo reproductivo asexual ({(gemacidén}) (por ejemplo, a
medida que la célula hija crece y se forma su red de la
pared celular de la levadura, la arcilla o componente de
arcilla se integra en la célula de levadura)). En un
ejemplo, la elongacidén de las cadenas de glucano y/o

quitina proporcionan los sitios de integracidn

involucrados en la integracidén de la arcilla o componente.

de arcilla durante la gemacién, lo gue genera que la
célula hija comprenda arcilla o componente de arcilla
integrade en su pared celular. En otro ejemplo, la
estructura macromolecular de la arcilla atrapa las
células de levadura en su red laminar, donde la célula de
levadura procede a través de gemacidén, integrando
adicionalmente arcilla o componeﬁte de arcilla en 1la
pared celular de la levadura. La pared celular de la
levadura integrada/entrelazado con arcilla y/o componente
de arcilla(s) permanece integrada/entrelazada en la pared
celular de la levadura después de la extraccién de la
pared celular.

Como se uéan en la presente, los términos “pared
celular de la levadura entrelazada con arcilla”, “pared
celular de 1la levadura integrada con componentes de
arcilla”, ™“pared celular de la levadura integrada con
componentes de arcilla” y “pared celular de la levadura

integrada con arcilla” se refieren a la pared celular de
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la levadura de levaduras <crecidas o cultivadas en
presencia de arcilla que ha incorporado o entrelazado
arcilla o componentes de arcilla en la pared celular de
la levadura.

Como se usa en la presente, el términos “extracto de
la pared celular de la levadura entrelazada con arcilla”,
“extracto de la pared celular de la levadura entrelazada
con componentes de arcilla”, “extracto de pared celular
de la levadura integrada con arcilla”, y “extracto de
pared celular de la levadura integrada con componentes de
arcilla” se refieren al extracto de la pared celular de
la levadura de levadura (por ejemplo, donde la levadura
de la cual se obtiene el extracto de pared celular crece
© se cultiva en presencia de arcilla) que la incorporado
o entrelazado arcilla o componentes de arcilla en la
pared celular de la levadura.

Como se usa en la presente, el términos “extracto de
pared celular concentrado de la levadura entrelazada” vy
“extracto de pared celular concentrado de la levadura
integrada” se refiere al extracto de la pared celular de
la levadura concentrado de la levadura crece o se cultiva
en presencia de arcilla gque ha incorporado o entrelazado
0 arcilla o componentes de arcilla en la pared celular de
la levadura.

Como se usa en la presente, el término “in vivo” se
refiere a estudios y/o experimentos realizados en un
organismo vivo, gque ocurre en un organismo biolégico.

Como se usa en la presente, la expresién “in vitro”
se refiere a un ambiente artificial fuera del organismo
vivo y a los procesos o reacclones biolégicas que pueden
ocurrir normalmente en un organismo pero se hacen

producir en un ambiente artificial. Los ambientes in
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vitro pueden comprender, pero sin limitacién, tubos de
ensayo y cultivos celulares.

Como se usa en la presente, la expresidn
“cromatografia liquida de alto rendimiento” y el término
"HPLC” se refieren a una forma de cromatografia liquida
para separar compuestos. Los compuestos se disuelven en
soluciédn. Los compuestoé se separan por la inyeccién de
un tapén de la misma mezcla en la columna. Los
instrumentos de HPLC comprenden un reservorio de la fase
mévil, una bomba, un inyector, una columna de separacidén
y un detector. La presencia de analitos en el efluente de
la ceclumna se registra por deteccién cuantitativa de un
campio en el indice de refraccién, absorcién UV-VIS en
una longitud de onda establecida, fluorescencia después
de la excitacidén con una longitud de onda adecuada, o
respuesta electroquimica.

Como se usa en la presente, la expresidn
“microscopia electrénica de barride” y el término “SEM”
se refiere a un tipo de microscopioc electrénico que
visualiza la superficie de la muestra por barrido con un
haz electrénico de alta energia en un patrén de barrido
de exploracién. Los electrones interacttan con lo atomos
que constituyen la muestra produciendo sefiales que
contienen informacién acerca de 1la topografia de la
superficie, composicidén y otras propiedades de la muestra
tales como conductividad eléctrica.

Como se usa en la presente, la expresién “agente de
fijacién” se refiere al agente- quimico que es capaz de
fijar una sustancia u otra para “fijar”, estabilizar o
conservar de otro modo la sustancia en su forma actual
para impedir que la sustancia se degrade o modifique de
otro modo. A menudo, los agentes de fijacidén se usan en

la microscopia electroénica de barrido (SEM) para prepararx
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la muestra. Agente de fijacidén primaria: como se usan en
la presente, los términos “agente de fijacién primaria”
se refieren al primer agente de fijacidén wusado para
“fijar” una sustancia. Agente de fijacidén secundario:
como se usan en la presente, los términos “agente de
fijacidén secundario” se refieren al segundo agente de
fijacién wusado para “fijar” una sustancia. Agente de
fijacidn terciario: comc se usan en la presente, los
términos “agente de fijacidén terciaria” se refieren a
tercer agente de fijacién usade para “fijar” una
sustancia.

Como se usa en la presente, el término “analito” se
refiere a un atomo, una molécula, un grupo de atomos y/o
moléculas, una sustancia, o constithyente guimico. Un
analito, en y de si mismos no se puede medir, mas bien se
pueden determinar los aspectos o propiedades ({(fisicas,
quimicas, bioclégicas, etc.) del analito wusando un
procedimiento analitico, tal como HPLC. Por ejemplo, no
se puede medir una “silla” (componente-analito)} en y por
si misma, pero se puede medir la altura, ancho, etc. de
una silla. Asimismo, no se puede medir una micotoxina
pero se puede medir la fluorescencia de la micotoxina que

se relacliona con su concentracién.

Como se usa en la presente, el término “sefial” se

usa generalmente en referencia a cualquier proceso
detectable que indica que una reaccién ha ocurride (por
ejemplo, la unién del anticuerpo al antigeno). Las
sefiales se pueden evaluar en forma cualitativa asi como
cuantitativa. Los ejemplos de tipos de l“seﬁales”
incluyen, pero sin limitacidn, seflales radiactivas,
sefiales fluorimétricas o sefiales colorimétricas de

producto/reactiva.
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Como se usa en la presente, el término
“biodisponibilidad” se refiere a la fraccién de una
meolécula o componente que estéd disponible en un organismo
o alcanza la circulacién sistémica.ACuando una molécula o
componente se administra por via intravenosa, su
biodisponibilidad es 100%. Sin embargo, cuando una
molécula o componente se administra por medio de otras
via (tales como via oral), su biodisponibilidad disminuye
(debido a - la absorcidén incompleta y metabolismo del
primer paso).

Como se usa en la presente, el término “absorber” se
refiere a los procesos por los cuales un material “toma”
© M“succiona” otra sustancia. Por ejemplo, “absorcién”
puede referirse a procesos de absorcién o asimilacién de
sustancias en las células o a través de los tejidos vy
drganos mediante difusién u odsmosis (por ejemplo,
absorcién de nutrientes por el sistema digestivo o
absorcidédn de fédrmacos en el torrente sanguineo).

Como se usa en la presente, el términe “adsorcién”
se refiere a un proceso que ocurre cuando un material es
secuestrado por, y/o se acumula en la superficie de, un
sblido o un liquido (secuestrante y/o adsorbente) (por
ejemplo, de este modo se forma una pelicula de moléculas
o atomos (el adsorbato)).

Como se usa en la presente, el término “secuestrar”
y/o el término “secuestro” se refieren la asociacién
fisica (por ejemplo, por medio de acoplamiento o
revestimiento) de dos o m&s entidades que se ponen
contacto entre si (por ejemplo, de esta manera forman un

complejo estable). Los ejemplos de formas de asociaciones

incluyen, pero sin limitacién, enlace hidrégeno,
coordinacidn, y formacidn de pares ibénicos, Las
interacciones secuestrantes pueden involucrar una
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cantidad variable de interacciones quimicas (por ejemplo,
enlaces qﬁimicos) que dependen de la estereoquimica vy
geometria de cada entidad (por ejemple, que también
definen la especificidad del secuestro). Cuando dos o mas
entidades se secuestran, estas se pueden secuestrar por
medioc de enlaces quimicos, pero también pueden asociarse
por medio de cargas u otro tipo de interacciones.

Como se usa en la presente, los términos “agente de
secuestro” y/o “agente secuestrante”, se refieren a una
entidad que es capaz de inducir o involucrarse de otro
modo en un secuestro y/o formar un complejo con una
segunda entidad.

Como se usa en la presente, el término “sorcidn” se
refiere tanto a adsorcién como absdrcién.

Como se usa en la presente, la expresidén “cantidad
efectiva” se refiere a una cantidad de una composicién
(por ejemplo, que comprende una célula de levadura, pared
celular de la levadura o componente de pared celular de
la levadura modificada de la invencién) suficiente para
obtener el efecto beneficioso o resultados deseado. Una
cantidad efectiva se puede administrar y/o combinar con
otro material en una o mas administraciones, aplicaciones
0 dosis y no pretende limitarse a una formulacién o via
de administracidén particular.

Como se usa en la presente, el término “digesto” se
refiere a la conversidn de alimentos, productos
alimenticios para animales, u otros compuestos organicos
en forma absorbible; para ablandar, descomponer o
disgregar por calor y humedad o accién quimica.

Como se usa en la presente, “sistema digestivo” se
refiere a un sistema {que incluye sistema

gastrointestinal) en que ocurre o puede ocurrir la

digestiodn.
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Como se usa en la presente, la expresidn “productos
alimenticios para animales” se refiere a materiales que
son consumidos por animales y aportan energia vy/o
nutrientes de wuna dieta del animal. Los ejemplos de
productos alimenticios para animales incluyen, peroc sin
limitacién, racidén mixta total (TMR}, forraije, pellet,
concentrados, premezclas, coproductos), granos, granos
para destiladores, melazas, fibras, forrajes, pastos,
heno, grancs, hojas, harina, productos solubles, Y
suplementos.

Como se usa en la presente, el término “animal” se

refiere a los del reino Animal. Esto incluye, pero sin
limitacién a ganado, animales de granja, animales
domésticos, animales mascota, animales marinos Yy agua
dulce, y animales salvaje.
' Como se usa en la presente, los términos
“administracién” y “administrar” se refieren al acto de
dar una sustancia, que incluye un farmaco, profarmaco u
otro agente, o tratamiento terapéutico a un sujeto (por
ejemplo, un sujeto o in vivo, in vitro, o células,
tejidos y odrganos ex vivo). Los ejemplos de vias de
administracién pueden ser a través de los ojos
(oftalmico), boca (oral), piel (tépica o transdérmico),
nariz (nasal), pulmones (inhalante), mucosa oral {bucal),
oreja, rectal, vaginal, por inyeccién (por ejemplo, por
via intravenosa, subcutanea, intratumoral,
intraperitoneal, etc.) y similares.

Como se usa en la presente, el término
“coadministracién” y el término “coadministrar” se
refiere a la administracién de al menos dos agentes o
terapias a un sujeto y/o material (por ejemplo, producto
alimenticio para animales). La coadministracién de dos o

mas agentes o terapias pueden ser concurrentes, o un
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primer agente/terapia se puede administrar antes de un
segundc agente/terapia.

Como se usa en la presente, el término “tratamiento”
se refiere a una mejora y/o reversidn de los sintomas de
la enfermedad (por ejemplo, micotoxicosis). El1 término
“tratamiento” se refiere a medidas de tratamiento
terapéutico y profildctico o preventivo. Por ejemplo, los
sujetos que pueden beneficiarse del tratamiento con
composiciones y métodos de la presente invencidén incluyen
los que ya tienen la enfermedad y/o trastorno (por
ejemplo, micotoxicosis) asi como aquellos en gue se
previene una enfermedad vy/o trastorno (por ejemplo,
usando un tratamiento profiladctico de la presente
invencidn) .

Como se usa en la presente, la expresién “en riesgo
de - la enfermedad” se refiere al sujeto que esta

predispuesto a experimentar una enfermedad particular.

Esta predisposicién puede ser genética (por ejemplo, una

tendencia genética particular a experimentar la
enfermedad tal como trastornos hereditariocs), o debido a
otros factores (por ejemplo, edad, peso, condiciones
ambientales, exposiciones a compuestos perjudiciales
presentes en el ambiente, etc.).

Como se usa en la presente, el término “enfermedad”,
el término “infeccidén” vy el término “condicidén o
respuesta patoldégica” se refieren a un estado, signos y/o
sintomas que se asocian con un deterioro del estado
normal de un animal vivo o de alguno de sus &rganos o
tejidos gque interrumpe o modifica el desempefio de las
funciones normales, y puede ser una respuesta a factores
ambientales {tales = como malnutricidn, peligros
industriales o <¢lima, gque incluyen 'micotoxicosis),

agentes 1infecciosos especificos (tales como gusanos,
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bacterias, o virus), a defectos inherentes del orxrganismo
(tales como varias anomalias genéticas), o combinaciones
de estos y otros factores.

Como se usa en la presente, el término
“micotoxicosis” se refiere a una afeccidén en que las
micotoxinas pasan las barreras de resistencia del cuerpo
humano o animal. La micotoxicosis se puede considerar una
infeccién o© una enfermedad y puede tener un efecto
perjudicial en los afectados.

Como se usa en la presente, el término “micotoxina”
se refiere un compuesto toéxico vy/o carcinogénico
producido por varias especies fingicas. A

Como se usa en la presente, la expresién “que sufre
de la enfermedad” se refiere a un sujeto {(por ejemplo, un
sujeto animal o humano) que estd experimentando una
enfermedad particular y no se limita a ningin signo o
sintoma o enfermedad particular.

Como se usa en la presente, el término “téxico” se
refiere cualquier efecto perjudicial, deletéreo, dafiino,
0 negativo de otro modo sobre un sujeto, una célula 6 un
tejido en comparacidén con la misma célula o tejido antes
del contacto o administracién de la toxina/ téxico.

Como se usa en la presente, el término “4cido” como
se usa en la preseﬂte se refiere cualquier compuesto
quimico que puede donar protones y/o aceptar electrones.
Los acidos  incluyen, pero sin limitacidn, acido
clorhidrico, bromhidrico, sulfirico, nitrico, perclérico,
fumarico, maleico, fosférico, glicdlico, lactico,
salicilico, succinico, toluen-p-sulfénico, tartarico,
acético, citrico, metansulfénico, etansulfénico, fdérmico,
benzoico, malénico, sulfénico, naftalen-2-sulfénico,
bencensulfénico, y similares. Otros &cidos, tales como

oxalico, que no son farmacéuticamente aceptables de por
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si, se pueden emplear en la preparacién de sales utiles
como intermediarios en la obtencidén de los compuestos de
la invencidén y sus sales de adicién de Acido
farmacéuticamente aceptables.

Como se usa en la presente, el término “base” se
refiere a cualquier compuesto quimico gque puede aceptar
protones y/o donar electrones o iones hidréxido. Las
bases incluyen, pero sin limitacién, hidréxidos de metal
alcalino (por ejemplo, sodio), hidréxidos de metal
alcalinotérreo (por ejemplo, magnesio), ~amoniaco, |y
compuestos de formula NW,", donde W es alquilo Ci4, V
similares.

Como se usa en la presente, el término “sal” se
refiere a compuestos que pueden derivar de &cidos o bases

inorganicas u orgénicas. Los ejemplos de sales incluyen,

pero sin limitacién, acetato, adipato, alginato,
aspartato, benzoaté, bencensulfonato, bisulfato,
butirato, citrato, canforato, canforsulfonato,
ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato,

etansulfonato, fumarato, flucoheptanoato, glicerofosfato,
hemisulfato, heptanoato, hexanoato, cloruro, bromuro,
yoduro, 2-hidroxietansulfonato, lactato, maleato,
metansulfonato, 2-naftalensulfonato, nicotinato, oxalato,
palmoato, pectinato, persulfato, fenilpropionato,
picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato,
tiocianato, tosilato, undecanocato, ¥ similares. Otros
ejemplos de sales incluyen aniones de los compuestos de
la presente invencidén compuestos con un catién adecuado
tal como Na', NH,", y NW,* (donde W es un grupo alguilo Ci.
i), Y similares.

Como se usa en la presente, la expresién
“composicién farmacéutica” se refiere a la éombinacién de

un agente activo (por ejemplo, una composicién gue
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comprende una célula de levadura viable, pared celular de
la levadura, o componente de la celular de la levadura
modificada de la invencién) con un portador, inerte o
activo, que hace la composicién especialmente adecuada

para uso diagndstico o terapéutico in vitro, in vivo o ex

vivo.

Como  se usa en la presente, la expresidn
“farmacéuticamente aceptable” Y la expresidn
“farmacolédgicamente aceptable” se refieren a

composiciones- que no producen sustancialmente méas
reacciones adversas conocidas que las reacciones
beneficiosas conocidas.

Como se usa en la presente, la expresién “agente
antiespumante” se refiere a un aditivo usado para evitar
la formacidén de espuma o se afiade para romper la espuma
ya formada. Un “agente antiespumante” también se denomina
como “antiespumante” o “desespumante” se refiere a un
aditivo que reduce la tensién superficial de una solucién
© medio o emulsidén o caldo en fermentadores debido a la
alreacidén o agitacién, de este modo inhibe o modifica la
formacién de una espuma. Los agentes comunmente usados
son aceites insclubles, dimetil polisiloxanos y otras
siliconas, ciertos alcocholes tales como estearlldecanol,
octal decanol, sulfonatos, estearatos y glicoles.

Como se usa en.la presente, el término “célula” se
refiere una unidad autorreplicante auténoma que puede

existir como una unidad de vida independiente funcional

(en el caso del organismo unicelular, por ejemplo:

levadura), o como subunidad en un organismo multicelular
(tal como en plantas y animales) que es especializada en
llevar a cabo funciones particulares para la causa de un
organismo como un todo. Existen dos tipos de células:

células procaridticas y células eucaridticas.
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Como se usa en la presente, el término “eucariota”
se refiere a organismos cuyas células se organizan en
estructuras complejas encerradas entre membranas. Los
“eucariotas” se pueden distinguir de los “procariotas”.
El término “procariota” se refiere a organismos que
carecen de un nicleo celular u otra organela unida a
membrana. El término “eucariota” se refiere a todos los
oréanismos con células que exhiben las caracteristicas
tipicas de los eucariotas, tales como la presencia de de
un nacleo verdadero unido por membrana nuclear, dentrb
del cual se hallan los cromosomas, la presencia de
organelas unidas a membrana, y otras caracteristicas
observadas cominmente en organismos eucaridticos. En
consecuencia, el término incluye, pero sin limitacién a
organismos tales como hongos, protozoos y animales.

Como se usa en la presente, el término “cultivo
celular” se refiere a cualquier cultivo de células. Se
incluyen en este término lineas continuas de células (por
ejemplo, con un fenotipo inmortal), cultivos de células
primarias, lineas celulares transformadas, lineas
celulares finitas (por ejemplo, células no
transformadas), y ninguna otra poblacién celular
mantenida in vitro.

Como se usa en la presente, la expresién
“reproduccién celular” se refiere a un proceso de
multiplicacién celular que tiene tres etapas primarias.
La primera etapa de reproduccién celular involucra la
replicacién del ADN de la “célula progenitora”. La
segunda etapa es la separacidén del ADN duplicado en dos
grupos de cromosomas de igual tamafio. La tercera etapa es
la divisién fisica de las células enteras, usualmente
llamadas citoquinesis. La reproduccidén celular es mas

compleja en los eucariotas que en otros organismos. Las
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células no eucaridticas tales como células bacterianas se
reproducen por fisidén binaria, un proceso que incluye la

replicacidén del. ADN, segregacién de cromosomas, y

citoquinesis. La reproduccién de células eucaridticas

involucra la mitosis o un proceso mas complejo llamado
meliosis. La mitosis y melosis algunas veces se llamad los
dos procesos de “divisidn nuclear”. La fisién binaria es
similar a la reproduccidn de células eucaridticas que
involucra la mitosis. Ambas llevan a la produccidn de dos
células hija con el mismo numerc de cromosomas gue la

célula progenitora. La meiosis se usa para un proceso de

. reproduccidn celular especial de los organismos

diploides. Este produce cuatro “células hija” (gametas)
especiales que tienen la mitad de la cantidad de ADN de
la célula normal. Una gameta masculina y una gameta
femenina luegoc pueden combinar para producir un cigoto,
una célula gue nuevamente tiene la cantidad normal de
cromosomas.

Como se usa en la presente, la  expresién
“reproduccidn de levadura” se refiere al ciclo de
reproduccidén de la levadura, que tiene ciclos
reproductivos asexuales y sexuales, sin embargo el modo
mas comun de crecimiento vegetative de la levadura es
reproduccidn asexual por “gemacién” o “fisidén” con una
“célula hija” que se forma de una “célula progenitora”.
El nicleo de la célula progenitora se divide en un nucleo
hijo y migra en la c¢élula hija. La yema continda
creciendo hasta que se separa de la “célula progenitora”,
formando una nueva célula. En condiciones de estrés alto
las células haploides generalmente mueren, sin embarge en
las mismas condiciones las células diploides experimentan
esporulacidn, ingresan en la reproduccidén - sexual

(meiosis) y producen una variedad de esporas haploides,
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gque pueden continuar aparedndose {conjugar), para formar
de nuevo el diploide.

Como se usa en la presente, el término “gemacidén” se
refiere a un tipo de divisidén celular en los hongos (por
ejemplo, levadura) y en protozoos en los gue una de las
“células hija” se desarrolla como una protuberancia més
pequefla de la otra. Usualmente la posicién de la célula
en gemacién se define por la polaridad en la “célula
progenitora”. En algunos protozoos la hija brotada puede
hallarse dentro del citoplasma de la otra hija.

Como se usa en la presente, la expresidén “célula
hija” se refiere a una de las dos ©o mas células formadas
en la divisidén de una célula progenitora.

Como se usa en la presente, la expresién “céluia
progenitora” y el término “célula madre” se refieren a la
célula que da origen a las células hija por divisién
celular.

Comec se usa en la presente, el término “inoculacidn”
se refiere al acto de introducir un microorganismo o
suspensién de microorganismos (por ejemplo levadura,
hongos, bacterias, etc.) en un medio de cultivo. La
inoculacién es el acto o proceso de introducir algo para
gque este crezca o se reproduzca. |

Como se usa en la presente, el término “indculo” vy
el término “preindculoc” se refieren a células usadas en
una 1inoculacidén, tales como células afladidas para
comenzar un cultivo. '

Como se usa en la presente, la expresién
“procedimiento de cultivo” se refiere a la reproduccién
de celulas vivas aplicadas a las células de levaduras
donde la frase “crecimiento celular” es una abreviatura
para la idea de “crecimiento de la cantidad de células

por medio de la reproduccidn celular”. Durante. la
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reproduccién celular una célula (la “célula progenitora”
o “célula madre”) se divide para producir “células hija”.

Come se usa en la presente, la expresidn “cultivar
levaduras” y el término “crecimiento de levaduras” se
refiere al acto de poblar y/o propagar levaduras.

Como se usa en la presente, el término
“centrifugacién” se refiere a la separacidn de las
moléculas por  tamafic o densidad usando  fuer:zas
centrifugas generadas por rotor giratorio gue pone un
objeto en rotacidén alrededor de un eje fijo, que aplica
una fuerza perpendicular al eje. La centrifuga funciona
usando el principio de sedimentacidn, donde la
aceleracidn centripeta se usa para distribuir
uniformemente las sustancias de mayor y menor densidad en
las diferentes capas de densidad.

Como se usa en la presente, el término
“concentracién” se refiere la cantidad de una sustancia
por espacio definido. La concentracién usualmente se
expresa en terminos de masa por unidad de volumen. Para
diluir una solucidén, se debe afiadir mds solvente, o
reducir la cantidad de soluto (por ejemplo, por
evaporacién selectiva, secado por aspersiédn, secado por
congelacién, por ejemplo, extracto de la pared celular de
la levadura concentradeo o extracto de la pared celular
concentrado de la levadura modificada ). En contraste,
para concentrar una solucidn, se debe afiadir mas soluto,
o reducir la cantidad de solvente.

Como se usa en la presente, el término “capa” se
refiere a un depdsito usualmente horizontal organizado en
un estrato de material gque forma una parte o segmento
superpuesto obtenido después de la separacién por
centrifugacién en relacién con la densidad de las

propiedades del material.
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Como se usa en la presente, el término “recoleccidn”
se refiere al acto de recolectar o juntar materiales que
se han producido (por ejemplo, juntar materiales
producidos durante la produccidén de levaduras).

Como se usa en la presente, el término “arcilla” se

refiere a arcillas minerales, sintéticas, organcarcillas

y cualgquiera de sus mezclas.

Como se usa en la presente, el términec “arcilla
mineral” se refiere a un material natural o sintético
compuesto principalmente de minerales de grano fino
(silicatos) que muestran plasticidad a través de un rango
variable de contenido de agua (que puede ser el resultado
de agua atrapada en la estructura por atraccién polar) vy
se puede endurecer cuando se seca y/o activar: Los
ejemplos de silicates incluyen, perb sin limitacién,
filosilicato, bentonita, zeolita, aluminosilicato,
montmorilonita, esmectita, caolinita.

Como se usa en la presente, el término
“organoarcilla” y el término “arcilla modificada” se
refieren a un filosilicato modificado organicamente,
derivado de una arcilla mineral natural. Por el
intercambio de los cationes intercapa coriginales por los
organocationes (normalmente iones de alquilamonio
cuaternario) o polisacaridos, se genera una superficie
organofilica, que consiste en restos orgédnicos unidos en
forma covalente. La estructura laminar permanece analoga

al filosilicato original.

Como se usa en la presente, el término “secado” se

.refiere a secado por aspersidn, secado por congelacioén,

secado al aire, secado al vacio u otra clase de proceso
que reduce o elimina el liquido de una sustancia.
Como se usa en la presente, la expresidn “secado por

aspersién” se refiere a un método cominmente usado de

33

i

o



10

15

20

25

30

secado de una sustancia gque contiene liquido usando gas
caliente para evaporar el liquido para reducir o eliminar
liguido de una sustancia. En otras palabras el material
se seca por medio de aspersién o atcomizacidén en una
corriente de aire caliente.

Como se usa en la presente, la expresidén “secado-
congelado” y el término “liofilizacidén” y el término
“criodesecaclidédn” se refieren a la extraccién de un
solvente de la materia en un estado congelado por
sublimacién. Esto se logra por la congélacién del
material por secar por debajo de su punto eutéctico y
luego proporcicnar el calor latente de sublimacidén. E1
control preciso de la entrada de calor permite el secado
del estado congelado sin producir la fusidén de nuevo. En
la aplicacidén préactica, el proceso es acelerado y se
contrela precisamente en condiciones de presidon
reducidas.

Como se usa en la presente, la expresién “polvo de
flujo libre seco” se refiere a un polvo seco que fluye
libre.

Como se usa en la presente, el término “molienda” se
refiere a la reduccidén del tamafio de particula por
impacto, cizallamiento o desgaste.

Como se usa en la presente, el término “lavadoc” se
refiere a la remocidén o limpieza (por ejemplo, usando
cualquier tipo de solute {(por ejemplo, agua destilada,
buffer, o solvente) o mezcla) de impurezas o componente
soluble no deseadc de una preparacidn (por ejemplo, un
extracto de la pared celular de la levadura se puede
lavar para eliminar componentes gque no son la pared
celular de la levadura de la muestra).

Como se usa en la pfesente, el término “enzima” se

refiere a una proteina o molécula basada en proteina con
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una secuencias de aminodcidos caracteristica que se
pliega para producir wuna estructura tridimensiocnal
especifica que da a la molécula propiedades Unicas y que
actia como un catalizador o un agente quimico para
reacclones quimicas especificas, al convertir un conjunto
especifico de reactivos (llamados sustratos) en productos
especificos.

Como se usa en la presente, el término “péptido” el
término “polipéptido” y el término “proteina” se refieren
a una secuencla primaria de aminoacidos que se unen por
“uniones peptidicas” covalentes. En general, un péptido
consiste en unos pocos aminocdcidos, normalmente 2-50
aminoacidos, y es mas corto que una protelna. El término
“polipéptide” abkarca péptidos y proteinas. Péptidos,
polipéptidos o) proteinas pueden ser sintéticos,
recombinantes o naturales. Un péptido sintético se
produce por medio artificiales in vitro (por ejemplo, no
se produjo in vivo).

Como se usa en la presente, el término “proteasas”
se refiere a alguna de diversas enzimas, que incluyen las
endopeptidasas y exopeptidasas que. catalizan la ruptura
hidrolitica de 1las proteinas en. los péptidos o
aminodcidos.

Como se usa en la presente, el término “lisis” se
refiere a la desintegracién o ruptura de la membrana
celular de la levadura y pared celular de la levadura gque
producen la liberacidn de los componentes intracelulares.
Como se usa en la presente, la "“lisis” ocurre como
resultado de mecanismos fisicos/ mecénicos, enzimaticos
(que incldyen autolisis e hidrélisis) u osmdéticos (que

incluyen “shock alcohélico” e hidrdlisis).
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Como se usa en la presente, el término “autolisis”
se refiere a la ruptura de una parte o célula entera o
tejido por enzimas autoproducidas.

Come se usa en la presente, el término “hidrélisis”,
se refiere a los procesos de divisidén de un compuesto en
fragmentos con la adicién de agua (por ejemplo, gue se
usa para degradar polimerocs en unidades més simples (por
ejemplo, almiddén en glucosa}}.

Como se usa en la presente, “shock alcchdlico” se
refiere a un estrés osmético generado por la adicién de
un alcohel (por ejemplo, etancl) al medio de crecimiento
para crear una diferencia entre la presién osmdtica del
medioco y la presidén osmbtica dentro de las células (por

ejemplo, células de levaduras) que crecen en el medio. El

shock alcohélico puede llevar a la lisis de las células

(por ejemplo, célula de levaduras) que crecen en el
medio.

Como se usa en la presente, el término “ésmosis” se
refiere a la difusién de un solvente (por ejemplo, agua)
a través de una membrana semipermeable, desde una
solucidn de baja concentracidén de soluto (alto potencial
de agua) a una solucidén con alta concentracidn de socluto

(bajo potencial de agua), hasta un gradiente de

_concentracidén de scluto. Es un proceso fisico en que un

solvente se mueve, sin aporte de energia, a través de una
membrana semipermeable (permeable al solvente, pero no al
soluto) separando soluciones de concentraciones
diferentes. El movimiento neto de solvente es de la
solucién menos concentrada (hipoténica) a la mas
concentrada (hipertdnica), que tiende a reducir la
diferencia en las concentraciones.

Como se usa en la presente, la expresién “estrés

osmbético” y la expresidén “shock osmético” se refieren a
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un cambio subito en la concentracidn del soluto alrededor
de una célula, lo que causa un cambio rapido en el
movimiento del agua a través de su membrana celular. En
las condiciones de altas concentraciones de sales,
sustratos o cualquier soluto del sobrenadante, el agua se
extrae de las células a través de Oésmosis. Esto también
inhibe el transporte de sustratos y cofactores en la
célula, de este modo “se produce un shock” en la célula.
En forma alternativa, a bajas concentraciones de solutos,
el agua entra en la célula en cantidades grandes,
causando que esta se hinche y estalle o experimente
apoptosis.

Como se usa en la presente, el término “muestra” se
usa en el sentido general que incluye un espécimen o
cultivo obtenido de cualquier fuente, asi como muestras
bicldgicas y ambientales. Las muestras biolégicas se
pueden obtener de animales (gque incluyen seres humanos) y
abarcan fluidos, sélidos, tejidos, y gases. Las muestras
bioldgicas incluyen productos sanguineos, tales como
plasma, suerc vy similares. Las muestras ambientales
incluyen material ambiental tal como materia de
superficie, suelo, agua, cristales Y muestras
industriales.

Como se usa en la presente, el término “complejo” se
refiere a una entidad formada por la asociacién entre dos
0 mas entidades separadas (por ejemplo, asociacién entre
dos © mas entidades donde las entidades son iguales o
diferentes (por . ejemplo, especies gquimicas iquales o
diferentes). La asociacién puede. ser por medio de un
enlace covalente o un enlace no covalente (por ejemplo,
por medio de fuerza de van der Waals, electrostaticas,
interaccién de carga, interaccidn hidrofoébica,

interaccién dipolar, y/o enlace hidrégeno (por ejemplo,
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uniones uretanc, uniones amida, uniones éster, y sus

combinaciones) ).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidén provee nuevas células de
levadura dque cémprenden una estructura de pared celular
que fue modificada (por ejemplo, arcilla y/o componentes
de arcilla se entrelazan en la pared celular de la
levadura y/o la relacién de glucano:mananoc se modificé),
métodos de produccién de "~ ellos, composiciones que
comprenden y/o se derivan de ellos y sus métodos de usco
(por ejemplo, para secuestrar bacterias y micotoxinas).

En algunas formas de realizacidén, la presente
invencién provee una extracto de pared de célula de
levadura (por ejemplo, un extracto de pared celular
aislado, purificado, modificado y/o concentrado) que
comprende arcilla y/o componentes de arcilla entrelazados
en la pared celular (por ejemplo, debido al cultivo de la
célula de levadura en presencia de una arcilla) y/o
extracto de la pared celular de levadura que comprende
una estructura alterada de glucano:manano. En algunas
formas de realizacidn, la arcilla entrelazada en el
extracto de la pared celular de levadura que comprende
arcilla y/o componente de arcilla entrelazado en la pared
celular de la levadura y/0 exXtracto de la pared celular
de levadura gque comprende una estructura alterada de
glucano:manano se mezcla o se afiade de otro mode a
productos alimenticios, materia orgénica (por ejemplo,
relleno), y/o agua secuestrando asi las micotoxinas (por
ejemplo, en el tracto gastrointestinal del animal o
durante la filtracién) y reduciendo los efectos negativos
de las micotoxinas. Asi, en algunas formas de

realizacién, la presente invencidédn provee métodos que
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mejoran significativamente las propiedades
adsorbendes/secuestrantes del material a base de pared
celular de levadura hacia las micotoxinas (por ejemplo,
que significativamente adsorben y/o secuestran y/o
limitan la biodisponibilidad de una variedad de
micotoxinas (por .ejemplo, no adsorbidas y/o no
secuestradas durante el uso de arcilla sola, extracto de
la pared celular de levadura solo, una combinacién de
extracto de la pared celular de levadura al'que m&s tarde

se afiade arcilla sobre una base de mezcla seca; y/o un

injerto gquimico de materiales polisacdridos sobre la-

parte superior de productos a base de arcilla) en el
tracto digestivo de un animal),

En algunas formas de realizacidédn, la presente
invencidén provee una nueva preparacién de células de
levadura cultivadas en presencia de una o© varias
arcillas. En algunas formas de realizacién, las paredes
celulares de levadura entrelazada con arcilla se extraen
de las células de 1levadura entrelazada con arcilla
cultivadas en presencia de una o varias arcillas. En
algunas formas de realizacidn, el extracto de la pared
celular de levadura entrelazada con arcillla se purifica
y/0 se concentra. Tal como se describe en la presente, la
presente invencidén no estd limitada a ninguna cepa de
células de levadura particular o a ninguna arcilla
particular. En algunas formas de realizacién, la fuente
de arcilla es una fuente de arcilla estandar de grado
comercial (por ejemplo, seleccionada para inhibir in
vitro, in vivo vy/o ex vivo propiedades hacia las
micotoxinas o una fuente de arcilla seleccionada porque
no exhibe in vitro, in vivo y/o ex vivo propiedades hacia
las micotoxinas). Las composiciones y los métodos de la

presente invencién se pueden utilizar para adsorber y/o
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secuestrar las micotoxinas en una variedad de sujetos. De
hecho, la presente invencién no estd limitada por el tipo
de sujeto que se beneficia de las composiciones y métodos
descritos en la presente. La presente invencidén puede
beneficiar a todos los animales, sin embargo, los sujetos
de ejemplo incluyen, pero sin limitacidn, especies de
seres humanos, aves, bovinos, porcinos, equinos, ovinos,
caprinos, caninos, felinos, peces, camélidos, roedores,
asi como peces y mariscos. En algunas formas de
realizacidn, cuando se mezcla con sustancia orgdnica (por
ejemplo, incluyendo relleno y productos alimenticios),
y/o agua y/o alimento directamente al sujeto, las
composiciones de la presente invencidn reducen la
absorcidén o captacién de micotoxinas por el sujeto,
aliviando asi el rendimiento reducido, salud vy/o
reduciendo la incidencia de enfermedades asociadas con la
micotoxina y las respuestas patoldgicas en el sujeto.

En algunas formas de realizacidén, la presente
invencién provee un método para preparar y/o generar
células de levadura que comprenden arcilla y/o
componentes de arcilla entrelazados en la pared celular
de la levadura, vy/o gue comprenden una estructura
alterada de glucano:manano. Por ejemplo, en algunas
formas de realizacién, la presente invencién provee una
célula de levadura generada y/o cultivada en presencia de
una arcilla, en donde la pared celular de la levadura
comprende una relacidén de glucano:mananc gue es mayor
{(por ejemplo, 2,5% mayor, 5% mayor, 10% mayor, 15%, 20%
mayor, 25% mayor, 30% mayor, 40% mayor, 50% mayor o mas)
que la relacidn de glucano:manano de células de levadura
generadas/cultivadas en ausencia de una arcilla (ver, por
ejemplo, el Ejemplo 2). En algunas formas de realizacién,

la presente invencién provee un extracto de pared celular
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de levadura obtenido ({por ejemplo, aislado, purificado
y/o concentrade) de wuna célula de levadura viable
generada y/o cultivada en presencia de una arcilla, en
donde la pared celular de 1la levadura comprende una

relacidén de glucano:manano gue es mayor (por ejemnplo,

2,5% mayor, 5% mayor, 10% mayor, 15%, 20% mayor, 25%

mayor, 30% mayor, 40% mayor, 50% mayor o mas) gue la
relacién de glucano:mananco de células de levadura
generadas/cultivadas en ausencia de una arcilla (ver, por
ejemplo, el Ejemplo 2).

De esta manera, la presente invencién provee un
nuevo extracto de la pared celular de levadura

entrelazado con arcilla de levadura cultivada en

presencia de una arcilla y métodos de generarlos. En

algunas formas de realizacién, un métode de generacidn de
células de levadura comprende el cultivoe de células de
levadura gque incluyen, perc sin limitaciédn, espécies de
Saccharomyces, Candida, Kluliveromyces y Torulaspora en
presencia de una © varias arcillas a fin de - -alterar o
modificar de algin otro modo la pared celular de la
levadura (por ejemplo, a fin de mejorar la capacidad de
la pared celular de 1la 1levadura de adsorber vy/o
secuestrar las micotoxinas (por ejemplo, debide a la
pared celular de la levadura entrelazada con arcilla v/o
componentes de arcilla y/o que comprende una estructura
alterada de glucanb:manano)). En algunas formas de
realizacidén, la presente invencidén provee la mezcla de
uno © varios materiales a base de arcilla gue incluyen,
pero sin limitacidén, silicatos (por ejemple, grupo de
tectosilicatos (por ejemplo, zéolitas, cuarzo,
feldespatos); filosilicatos (por ejemplo, caolinita,
haloisita, dicktita, nacrita, quisotilo, antigorita,

lizardita, talco), pirofilitas, esmectitas {pcr ejemplo,
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montmorilonita, beidelita, nontronita; vermiculitas,
micasantigorita, muscovita, 1ilita, fengita, biotita):
sepioclita, paligorskita, atapulgita) y/o un siiicato de
aluminio hidratado (por ejemplo, montmorilonitas,
bentonita)) con un medio de cultivo de célula de levadura
(por ejemplo, tal como se describe en los Ejemplos 1, 5 vy
6). La presente invencidn provee que las células de
levadura viables incorporen la arcilla y/o componentes de
arcilla en 1la estructura de la pared celular de la
levadura (por ejemplo, tal comoc se indica en las Figuras
1A y 1B y Figura 2). En algunas formas de realizacién,
una ¢ varias arcillas mezcladas en un medioc de cultivo de
células de levadura estdn presentes en una concentracién
de aproximadamente el 0,075%, 0,1%, 0,125%, 0,25%, 0,5%,
1%, 2%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 12%, 15% o mas del
medio de cultivo total. En algunas formas de realizacién,
la cantidad de una o varias arcillas mezcladas en un
medic de cultivo de células de levadura no excede el 2%
del contenido final de un reactor en el que se cultivan
las células de levadura. En  algunas formas de
realizacién, una cantidad de arcilla afiadida al medioc de
cultivo de células de levadura se selecciona de modo tal
que no lleve al hinchamiento del medio de cultivo de
células de levadura (por ejemplo, es de aproximadamente
el 2,0% o menos). En algunas formas de realizacién, 1la
cantidad de arcilla arfadida .al medio de cultivo de
células de levadura se selecciona de modo gque produzca un
extracto de pared celular de levadura recolectado de la
levadura que comprende uﬁa cantidad de arcilla que tiene
una aprobacidén regulatoria para usar como un alimento de
adicion en comida animal no medicada (por ejemplo, no
excede 2% en la racidén total). En algunas formas de

realizacidn, se afiade un agente antiespumante de grado
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alimenticio o antiespumante al medioc de cultive celular,
(por ejemplo, incluyendo, pero sin .limitacién,
antiespumantes moleculares no siliconados, antiespumantes
a base de aceite (por ejemplo, aceite mineral, aceite
vegetal, aceite blancoc u otro aceite que es insoluble en
el medio espumante)} o antiespumantes a base de compuestos

de silicona (por ejemplo, provistos como una emulsidn a

base de aceite o de agua)). En algunas formas de
realizacion, se ariaden ceras {pox ejemplo,
etilenbisestearamida (EBS), ceras de parafina, ceras de

éster o ceras de alcohol graso) y/o silices hidrofébicos
para mejorar la emulsificacidén y la dispersién en el
medio espumante.

Los experimentos realizados durante el desarrocllo de
las formas de realizacidén de la invencidn identificaron
una cantidad de factores importantes para el crecimiento
de c¢élulas de levadura en presencia de una o varias
arcillas. Por ejemplo, en algunas formas de realizacién,
se prefiere mantener la relacién (p/v) (por ejemplo,
correspondiente a gramos/centimetro cubico (g/cc¢)) entre
el material de soporte de arcilla y el agua al o a menos
del 3% (por ejemplo, para evitar llegar al estado sélido
o semisdlido {por ejemplo, debido a la absorcién del agua
y la capacidad de retencidén del material arcilloso)).
Asi, la absorcién de agua del silicate de aluminio
hidratade hinchable en agua es un factor limitante que
impacta sobre la relacién de material de soporte de
arcilla al agua en la formulacién de un medio de cultivo
de la presente invencién. -En algunas formas de
realizacién, el medio de cultivo y las botellas usadas se
esterilizan y la inoculacién con microorganismos se
efectia de acuerdo con procedimientos estdndares. Por

ejemplo, en algunas formas de realizacién, se prepara un
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preindculo con levadura seca activa en una botella de

agua desionizada estéril y se incuba a aproximadamente

25-30 °C (por ejemplo, 28 °C) durante un periodo

establecido ({(por ejemplo, 20 min). En algunas formas de
realizacién, la inoculacién del preindculo se realiza de
forma aséptica (por ejemplo, a una temperatura de
aproximadamente 30 °C). En algunas formas de realizacién,
el pH y los niveles de glucosa se controlan y se
mantienen. En algunas formas de realizacidn, la agitacién
del cultivo se aumenta de forma incremental (por ejemplo,
de 100 a 500 rpm) durante el crecimiento. En algunas
formas de realizacidén, una © varias arcillas se afiaden
asépticamente al cultivo durante el crecimiento (por

ejemplo, cuando se consumen menos de la mitad,

aproximadamente la mitad o mas de la mitad de los

nutrientes del cultivo).

En algunas formas de realizacidén, cuando la cantidad
de arcilla mezclada en el medio de cultivo de células de
levadura aumenta {por ejemplo, en una cantidad
dependiente del tipo de arcilla to arcillas usada), las
propiedades de hinchamiento de la arcilla material inhibe
el crecimiento de las células de levadura.

En algunas formas de realizacién, el crecimiento de
medio de cultivoe de células de levadura mezclado con
levadura en arcilla provee condiciones que estresan la
levadura de cultivo. A pesar de que la presente invencién
no esta limitada a ningdn mecanismo de accién particular
Yy no es necesaria una comprensidén del mecanismo de accién
para poner en practica la presente invencién, en algunas
formas de realizacién, el estrés aplicado a la levadura
pof el medio de cultivo celular mezclado con arcilla
causa que la levadura produzca més glucano, dando como

resultado mayores proporciones de glucano:manano.
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En algunas formas de realizacidn, la presente
invencidén provee que las células de levadura cultivadas
en presencia de una o varias arcillas no sclo entrelaza
la arcilla &/0 un componente de arcilla en la pared
celular de la levadura, sino gue también desarrolla una
composicién de pared celular alterada (por ejemplo,
caracterizada por relaciones alteradas de glucano:manano,
contenido proteico total y/o cantidades remanentes). Por
ejemplo, la presente invenciédn provee células de levadura
que comprenden una relacién de glucano:manano gue e&s
mayor (por ejemplo, 2,5% mayor, 5% mayor, 10% mayor, 15%,
20% mayor, 25% mayor, 30% mayor, 40% mayor, 50% mayor o
mas) que.la relacidn de glucanc:manano de las células de
levadura cultivadas en ausencia de arcilla (ver, por
ejemplo, el Ejemplo 2). La presente invencidén también
provee células de levadura vy extractos de pared de
células de levadura que comprenden un contenido proteico
total mejorade {(por ejemplo, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%
o mas de contenido proteico mejorado) en comparacién con
el contenido proteico total de células de levadura y/o
extractos de pared celular de levadura generados en
ausencia de una arcilla (ver, por ejemplo, el Ejemplo 2).

En algunas formas de realizacidén, la presente
invencién provee extractos de pared celular de levadura
que comprende arcilla vy/o componentes de arcilla
entrelazados en la pared celular de la levadura y/o que
comprenden una relacién alterada de glucanc:manano de la
estructura, que provee superiores  propiedades de
secuestro de micotoxina gue las composiciones
convencionales. La presente invencidén no estd limitada
por ningan método particular de generacidén de un extracto
de pared celular de levadura de levadura cultivada en

presencia de una o varias arcillas. De hecho, se pueden
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utilizar una variedad de procedimientos para generar el
extracto de pared de célula de levaduras que incluyen,
pero sin limitacidén, el uso de perlas de vidrio y un
homogeneizador, tratamiento enzimatico (por ejemplo, de
proteasa (por ejemplo, papainal), lisis mecéanica,
autdlisis e hidrélisis y otros métodos conocidos en la
técnica (ver, por ejemplo, Peppler, H. J. 1979.
Production of yeasts and yeast products. Pagina 157 en:
Microbial Technology & Microbial Processes, Vol. 1 (2d
Ed.), Academic Press). Después de la 1lisis vy la
extraccién, la- arcilla y/c el componente de arcilla
entrelazado/integrado en la pared celular de levadura se
lava para eliminar los componentes intracelulares vy
purificar Y% concentrar el extracto. El extracto

resultante se puede secar por medic de cualquiera de los

‘métodos comunes en el arte incluyendo, pero  sin

limitacién, 1liofilizacidn y/o secado por pulverizaciédn
(por ejemplo, para formar un polvo higroscédpico insoluble
en agua) .

Conforme a ello, la invencidén provee, en algunas
formas de realizacidn, extracto de la pared celular de
levadura que comprende arcilla y/o componente de arcilla
entrelazado directamente en la pared celular de la
levadura. En algunas formas de realizacidn, una
composicidédn que comprende un extracto de pared celular de
levadura de 1la invencidén que comprende arcilla vy/o
componentes de arcilla integrados directamente en la
pared celular de la levadura comprende menos de
aproximadamente el 0,5% de arcilla, 0,5-1%, 1-2%, 2-5%,
5-10%, 10-15%, 15-20%, 20-30%, 30-40%, 40~50%, 50-60%,
60-70%, 70% o mds de arcilla y/o componente de arcilla
como parte de un extracto de pared celular de levadura

(sobre una base de % en p/p}. En algunas formas de
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realizacién, el aumento de la cantidad de arcilla en un

medio de cultivo incrementa la cantidad de arcilla y/o el

" contenido de componente de arcilla de un extracto de

pared de célula de levadura.

En algunas formas de realizacién, la arcilla que se
aflade a un medio de cultivo de células de levadura que no
se incorpora en una célula de levadura se recolecta y
utiliza en un posterior procedimiento de cultivo de
células de levadura (por ejemplo, se recicla el material
de arcilla no incorporado). Por ejemplo, el reciclado de
material arcilloso se facilita por las propiedades de
sedimentacién de la arcilla en comparacién con 1la
levadura. De hecho, los experimentos realizados durante

el desarrclle de las formas de realizacidén de 1la

invencidén produjeron dos capas recuperables, (i} una capa
inferior que contiene material arcilloso solo (al 99%); y
{ii) una «capa superior que contiene una fraccién

arcillosa incorporada en la levadura. Asi, a pesar de que
el mecanismo no es necesaric para poner en practica .la

presente invencidén y la presente invencién no esta

limitada & ningin mecanismo de accidn particular, en

algunas formas de realizacidén, la presente invencién
provee una inclusién directa de particulas de arcilla en
y/o sobre la pared celular de la levadura (por ejemplo,
que sobrevive a los procesos de preparacidén de extracto
de la pared celular de levadura (por ejemplo, por medio
de entrelazado directo de arcilla o componente de arcilla
en las quenonas poliméricas de glucano de la pared
celular de la levadura)). En otras formas de realizacién,
una fraccidén de arcilla atrapa una célula de levadura
durante el cultive y después de florecer, Jjunto con
células hija, las células de levadura estdn enjauladas en

una macroestructura que comprende arcilla antes de lisar
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la levadura y sus componentes intracelulares se eliminan
por lavado. En algunas formas de realizacidn, las
glucanogquenconas crecen en la estructura laminar de la
arcilla.

En algunas formas de realizacién, una célula de
levadura o componente de pared celular de levadura (por
ejemplo, un extracto. de pared celular de levadura
generado y aislado tal como se describe en la presente
(por ejemplo, que comprende arcilla o componente de
arcilla entrelazados en 1la paréd celular de la levadura
y/o gue comprende un glucanoc alterado y/o estructura de
manano) )} se combina con uno o varios otros agentes que
incluyen, pero sin limitacién, una enzima (por ejemplo,
esterasa, epoxidasa), una Dbacteria, una levadura o un
componente de levadura, arcilla, etc. {(por ejemplo, antes
de - mezclar c¢on alimentos, incorporar en alimentos
pelletizados y/o alimentar a animales)}. |

En algunas formas de realizacién, la presente
invencién utiliza células de levadura que comprenden una
estructura alterada de pared celular de levadura (por
ejemplo, arcilla y/o componente de arcilla entrelazado en
la pared celular de la levaduras y/o paredes celulares
que comprenden estructura alterada de glucano y/o
manano), composiciones que los comprenden y/o
composiciones derivadas de ellos, que se utilizan con uno
o varios métodos y/o materiales descritos en la presente
para usar en composiciones y/o métodos para la reducciédn,
remocién y/o eliminacién de micotoxinas (por ejemplo,
métodos fisicos, de mezcla, guimicos, microbioldgicos
descritos en la presente (por ejemplo, para adsorber y/o
secuestrar bacterias y toxinas)). Por ejemplo, en algunas
formas de realizacién, wuna célula de levadura o

componente de pared celular de levadura (por ejemplo, un
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extracto de pared celular de levadura producido como se
describe en la presente (por ejemplo, que comprende
arcilla o componentes de arcilla entrelazados en la pared
celular de la levadura y/o que comprende una estructura
alterada de glucano y/o manano)) se utiliza con uno o
varios métodos fisicos, de mezcla, quimicos,
microbioldgicos descritos en la presente para secuestrar
micotoxinas.

La presente invencidén no estd limitada por el tipo
de micotoxina secuestrada. De hecho, las composiciones de
la presente invencién (por ejemplo, extractos de pared
celular de levadura entrelazados con arcilla) se pueden
utilizar para adsorber y/o secuestrar una variedad de
micotoxinas que incluyen, pero sin limitacién,
acetoxiscirpenodiol, acetildesoxinivalenol,
acetilnivalenol, acetilneosclaniol, toxina de acetilo T-
2, extendida a todas las aflatoxinas, aflatoxina Bl, B2,
Gl y G2, aflatrem, Acido altenuico, alternariol,
austdicl, austamida, austocistina, avenaceina +1,
beauvericina +2, bentenolida, brevianamida, butencolide,
calonectrina, chaetoglobosina, c¢itrinina, citreoviridina,
cochliodinol, citochalasina E, dcido ciclopiazédnico,
desacetilcalonectrina, desactilneosolaniol, diacetato de
desoxinivalencol, monoacetato de desoxinivalenol,
diacetoxiscirpenol, destruxina B, enniatinas, extendida a
todas las toxinas ergot y endofitos, fructigenina +1,
fumagilina, fumonisinas, fumonisinas Bl y B2 y B3,
Fusarenona-X, Fusarochromanona, acido fusarico, fusarina,
gliotoxina, toxina  HT-2, ipomeanina, islanditoxina,
lateritina +1, licomarasmina +1, malformina, maltorizina,
moniliformina, monoacetoxiscirpenol, neosolanicl,
nivalencl, toxina NT—l, toxina NT-2, extendida a todas

las ocratoxinas, oosporeina, &cido oxalico, patulina,
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dcido penicilico, penitrem, roridina E, rubratoxina,

rubroskirina, zrubrosulfina, rugulosina, sambucinina +1,

satratoxinas, F,G,H, sbirpentriol, slaframina,
stericoncentrated modified yeast cell wall
extracttocistin, toxina T—l, toxina T-2,

triacetoxiscirpendiol extendido a todos los tricotecenos,
tricodermina, tricotecina, tricoverrinas, tricoverroles,
triptoquivaleno, verrucarina, verruculdgeno,
viopurpurina, viomeleina, viriditoxina, xantocilina,
iavanicina + 1, zearalenoles, zearalancnas, zearalenona y
subfamilias y/o derivados de ellos. En algunas formas de

realizacidén, se utilizan composiciones y métodos de la

"invencidén para adsorber y/o secuestrar aflatoxinas,

zearalenona, ochratoxinas, trichoteceno, fumonisina,
patulina y/o ergot relacionado con endofito y posibles
conjugados y metabolitos de las micotoxinas antes
mencionadas. Los experimentos realizados durante el
desarrollo de la invencidén demuestran los beneficios del
uso de la presente invencidén en comparacién con métodos
histéricos o© convencionales. Por ejemplo, tal como se
describe en la presente, una desventaja de usar una
composicidén que comprende sélo (1) una arcilla, (2) una
composicidén que comprende sdélo un extracto de pared de
célula de levadura, asi como {3) una composicidén que
comprende un extracto de pared celular de levadura al que
se afadidé una arcilla, es que tales composiciones vy
métodos de uso de ellos son medios menos efectivos gque la
presente invencidén para reducir los efectos negativos de
micotoxinas y tienen menos desventajas. Sin embargo, los
extractos de pared celular de levadura entrelazados con
arcilla de la presente invencidén (por ejemplo, gue
comprende arcilla y/o componente de arcilla entrelazado

en la pared celular de la levadura, y/o gue comprende una
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estructura alterada de glucano ¥/0 manano) desarrollan
una capacidad inesperada para secuestrar una variedad de
micotoxinas % también desarrollan una capacidad
sorprendentemente mejorada para adsorber micotoxinas en
comparacidn con composicicnes convencionales (por
ejemplo; una composicidén que comprende sélo arcilla(s),
una composicidn que comprende sélo un extracto de pared
celular de levadura, asi como una composicidén que
comprende un extracto de pared celular de levadura al que

se afiadidé arcilla, ver los Ejemplos 2-3). De esta manera,

~la presente invencidén provee compeosiciones y métodos de

desarrollan propiedades esperadas y superiores de
secuestro y/o adsorcidén con respecto a una variedad de
micotoxinas no halladas en composiciones y métodos
convencionales. De esta manera, la presente invencién
provee materiales a base de pared celular de levadura
entrelazada con arcilla y métodos de preparacidn y uso de
ellos para proporcionar un método eficaz para secuestrar
micotoxinas en el tracto digestivo de animales y humanos
(por ejemplo, por medio de adsorcidn de micotoxinas
presentes en preductos alimenticilos, otra materia
orgédnica y/o agua) mientras también provee menor
adsorcién ¢ ninguna adsorcién de nutrientes beneficios y
menor cantidad o ningidn efecto negative en el medio
ambiente.

En algunas formas de realizacidén, una forma fisica
preferida de la invencién es un polvo de flujo libre seco
apropiade para la inclusién directa en productos
alimenticios, otra materia organica {por ejemplo,
rellenc) o como un suplemento directo a un animal.

Las composiciones de la invencién se pueden afiadir a
cualgquier materia organica (por ejemplo, relleno,

producto alimenticio para animales, producto alimenticio
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para humanos) y/o agua (por ejemplo, agua usada para el
consumo animal y/o humano, agué medioambiental (por
ejemplo, estanques, lagos, reservorios, estangques de
peces, etc.)) para eliminar las micotoxinas de la
materia. Cuando se incorpora directamente en pfoductos
alimenticios animales, se aflade una composicién de 1la
invencidén en cantidades que van de aproximadamente el
0,0125% a aproximadamente el 0,4% en peso de alimento.
Cuando se incorpora en otra materia orgéanica (por
ejemplo, relleno animal), se afiade una composicién de la
invencidén en cantidades que van de aproximadamente el
0,0125% a aproximadamente el 99,9%. Cuando se incorpora

en un liquido (por ejemplo, agua (por ejemplo, para

filtracién)), se afade una composicidn de la invencidén en
cantidades de aproximadamente el 0,0125% a
aproximadamente el 100%. En algunas formas de

realizacidn, se afiade una composicién de la invencidén a
productos alimenticios en cantidades de aproximadamente
el 0,025% a aproximadamente el 0,2% en peso de producto
alimenticio. De modo alternativo, las composiciones de la
invencién se dan como alimento directamente a los
animales como un suplemento (por ejemplo, en una cantidad
que va de aproximadamente 2,5 a aproximadamente 20 gramos
por animal por dia). Un experto en el arte apreciard de
inmediato que la cantidad para alimentar varia segin la
especie animal, el tamafio, el tipo de producto
alimenticiec al que se aflade una composicién de 1la
invencidn, matefial de relleno, fuente de agua, etc.

Las composiciones de la invencidn se pueden dar como
alimento a cualquier animal y humano. Cuando se mezcla
con productos alimenticios o se usa como un suplemento
alimentario, las composiciones de la invencién reducen la

biodisponibilidad de micotoxina, la absorcién o la
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captacién de micotoxinas por el animal, mejoran en
rendimiento y/o salud vy reducen la incidencia de
enfermedades. En algunas formas de realizacién, cuando se
ahaden composiciones de la invencidén al material orgénico
con el que animales y humanos entran en contacto {por
ejemplo relleno), las composiciones de la invencién
reducen la biodisponibilidad de micotoxina (por ejemplo,
reducen la absorcidén y/o la captacidén de micotoxinas por
el animal) mejorando asi el rendimiento y la salud vy
reducen la incidencila de enfermedades. En algunas formas
de realizacidén, se afiaden composiciones de la invencién
al agua gue se pretende usar en animales o humanos (por
ejemplo, para consumc u otra finalidad), reduciendo 1la
bicdisponibilidad de micotoxina (por ejemplo, reduciendo
la absorcidén y/o la captacidén de micotoxinas por un
sujeto animal o humanoc) y mejorando el rendimiento y la
salud y reduciendo la incidencia de la enfermedad (por
ejemplo, las composiciones de la invencién reducen la
biodisponibilidad, la absorcidén o la captacién de
micotoxinas. En algunas formas de realizacién, una
composicién de la invenciédn se afiade al agua usada para
el consumoe humano (por ejemplo, agua usada para
preparacién de jugos, vino, botellas de agua, café, té,
leche u otro tipo de liguido consumido). En algunas
formas de realizacién, se afiade una composicién de 1la
invencién a agua medioambiental {por ejemplo, estangues,
lagos, reservorios, rios, corrientes, canales de
irrigacién, tanques usados para peces domésticos u otro
tipo de especies acuaticas, etc.). Asi, en algunas formas
de realizacidén, una composicidén de la invencién (por
ejemplo, extracto de la pared celular de levadura gue
comprende arcilla o componente de arcilla integrado en la

pared celular) se usa en la filtracién de liguidos (por
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ejemplo, liquidos consumibles (por ejemplo, agua usada
para produccién de bebidas, bebestibles)). Por ejemplo,
en algunas formas de realizacidén, se utiliza una
composicién de la invencién como tal o en un filtro, en
donde un liquido ({(por ejemplo, liquido de consumo (por
ejemplo, .jugo de naranija, Jjugo de manzana, Jjugo de
ciruela, jugo de pomelo, jugo de aradndanc u otro tipo de
jugo, cerveza, vino, liquido destilado, etc.}) se procesa
a través de un filtro que comprende una composicidn de la
invencién, en donde la composicién elimina uno o varios
tipos de micotoxinas del liquido.

Tal como se describe en los Ejemplos 1-4, el cultivo
de levadura en presencia de arcilla provee un aumento
dréastico en la adsorcién de la pared celular de 1la
levadura de micotoxinas (por ejemplo, del 6,817% cuando
la levadura no se cultiva con arcilla vy alcanza el
73,553% y el 79,337% cuando 1,0 y 2,0% de arcilla estéan
incluidos, respectivamente, en el medioc sin extraccidn
especifica del glucano de la pared celular de levadura
interna (ver, por ejemplo, el Ejemplo 2)). Mas aun, la
relaciébn de glucano:manano aumenta de 1,066 a 1,366 con
la adicidén de arcilla. A pesar de una reduccién de
manano, la concentracidén de las proteinas de la pared
celular aumentdé. Ademds, la fraccién remanente (por
ejemplo, gue representa las pérdidas de glucanos, manano,
proteinas, arcilla, N-acetilglucosamina y/o quitina
presentes en la pared celular de la levadura durante el
procesc de extraccién) aumentd en presencia y el A&rea
superficial de la arcilla. A pesar de que no es necesario
un mecanismo para poner en practica la invencidén y la
invencidén no estd limitada a ningin mecanismo de accidn
particular, en algunas formas de realizacién, el aumento

se debe a la mejora de la fraccién de quitina incluida en
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mecanismos de compensacién de la levadura debida a
cambios de ambiente y condiciones de crecimiento. Mas
aun, las composiciones de 1la presente invencidén (que
comprenden extracto de la pared celular de levadura de
células de levadura alteradas (por ejemplo, células de
levadura que comprenden arcilla y/o componente de arcilla
entrelazado en la pared celular de la levaduras y/o
paredes celulares que comprenden estructura alterada de
glucano y/o mahano)) dio una capacidad significativa e
inesperada para adsorber y/o secuestrar micotoxinas (por
ejemplo, =zearalenona (por ejemplo, gque despliega' una
eficacia del 79,33% en comparacidén con sélo una eficacia
del 44,7% para una composicidn convencional gue comprende
una combinacién de extracto de la pared celular de
levadura a la que méas tarde una arcilla sobre una base de
mezcla seca, ver los Ejemplos 1-4)).

Se investigd el uso .de un método alternativo para
extraer una pared celular de levadura entrelazada con
arcilla de células de levadura entrelazadas con arcilla
usando un corte de proteasa (ver el Ejemplo 3}). La
extraccién especifica de la capa interna (giucano) de la
pared celular de levadura entrelazada con arcilla generé
un aumento de las propiedades secuestrantes y adsorbentes
de la pared celular de levadura entrelazada con arcilla
para las micotoxinas {(por ejemplo, zearalenona). Mas aln,
el cultivo de las células de levadura en un medio de
cultivo celular gque comprende- arcilla al 1,0% y 2,0%
mejord significativamente la actividad secuestrante y de
adsorcidén de la pared celular de levadura entrelazada con
arcilla con micotoxinas (por ejemplo, =zearalenona). Por
ejemplo, una composicién convencional gque comprende una
combinacién de extracto de la pared celular de levadura

al que se afiade mas tarde una arcilla sobre una base de
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mezcla seca para una eficacia del 44,7% bara secuestrar
las micotoxinas, en comparacién con una eficacia del
85,89% para secuestrar micotoxinas obtenidas c¢on una
composicidén de la presente invencidn y un aumento de 1la
adsorcidén de aflatoxina Bl del 2,65 hasta el 53,70% (ver,
por ejemplo, el Ejemploe 3).

En algunas formas de realizacién, 1la presente
invencidén provee métodos para producir células de
levadura que comprenden una pared celular de levadura
entrelazada con arcilla, En algunas formas de
realizacidén, las células de levadura que comprenden una
pared celular de levadura entrelazada con arcilla se
producen en una variedad de escalas (por ejemplo, escala
de ensayo, escala de lotes, escala piloto, escala de
preproduccidn, escala de produccidén, escala comercial,
escala industriél). En algunas formas de realizacidn, la
levadura se cultiva en un fermentader. Un fermentador
puede ser de cualquier tamafio (por ejemplo, 5 litros.10
litros.. 25 litros.. 50 litros.. 100..500 litros..1K litro..5K
litros..10K litros..50K litros..100K litros..500K litros..1l
millén de 1litros, etc.) para producor la escala de
levadura deseada para usar con la presente invencién (por
ejemplo, escala de ensayo, escala piloto, escala
industrial, etc.). En algunas formas de realizacidn, el

medio para cultivar la levadura puede ser de cualquier

composicién apropiada para cultivar levadura de acuerdo

con la presente invencidn. Los nutrientes apropiades son
fuentes de carbono, nitrégeno, fésforo, magnesic, azufre,
potasio y elementos de traza. En algunas formas de
realizacidn, se afiaden nutrientes al cultivo en
concentraciones (% p/p del compuesto fuente) dentro de
los rangos (porcentajes en peso): fuente de carbono 0,01

- 20% (por ejemplec 0,05 - 10%), fuente de nitrdégeno 0,001
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- 10% (por ejemplc 0,001 - 3%), fuente de fésforo 0,001
5% (por ejemplo 0,01 - 0,5%), fuente de magnesio 0,001

0,2% (por ejemplo 0,001 - 0,2%), fuente de azufre 0,01 -
0,25% (por ejemplo 0,01 - 0,25%), fuente de potasio 0,001
- 05% (por ejemplo 0,0L - 0,25%), fuente de nitrdgeno
organico 0,001 - 5% (por ejemplo 0,01 - 5%) y elementos
de traza se afladen en exceso. En algunas formas de
realizacién, el medio de cultivo de levadura comprende
agua, fuente de carbono (por ejemplo, azlcar, glucosa,
dextrosa, cafla de azucar, melazas, etc.), fuente de
nitrégeno apropilada (per ejemplo, amonio, urea, etc.),
fuente de aminocacide (por ejemplo, peptona, etc.), sales
(por ejemplo, cloruro de sodio, hipocloruro de calcio,

cloruro de magnesio, sulfato de magnesio, sulfato de

zinc, etc.) y fuente de arcilla o componente de arcilla
(por ejemplo zeolita, bentonita, aluminosilicato,
montmorilonita, esmectita, caolinita, organcarcilla,
mezclas de ellos, etc.). En algunas formas de

realizacidén, 1los componentes del medio de cultive de
levadura pueden estar presentes en cualquier cantidad
apropiada para el cultivo de células de levadura (ver,
por ejemplo, el Ejemplo 5). En algunas formas de
realizacién, la presencia de arcilla en medios de cultivo
de levadura presenta complicaciones no anticipadas para
protocolos de cultivo de levadura estédndar. En algunas
formas de realizacidn, la presencia de arcilla en medio
de cultivo da como resultado cantidades de espuma
inusualmente grandes en el fermentador. En algunas formas
de realizacién, la presente invencidén provee agentes
antiespumantes en el medio de cultivo celular {(por
ejemplo, antiespumantes moleculares - no siliconados,
antiespumantes a base de aceite (por ejemplo, aceite

mineral, aceite vegetal, aceite blanco, etc.),
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antiespumantes en polvo {pox ejemplo, silice),
antiespumantes a base de agua, antiespumante a base de
siliconas, copolimercs de polietilenglicol y
polipropilenglicol, poliacrilatos de alquilo, etc.}. En
algunas formas de realizacidn, los agentes antiespumantes
se requieren para aumentar la escala de la presente
invencién. En algunas formas de realizacién, el uso de un
agente antiespumante se asocia con una' capacidad mejorada
para aumentar la produccién de una composicidén de la

invencién.

PARTE EXPERIMENTAL _

Se proveen los siguientes ejemplos a efectos de
demostrar e ilustrar en mayor grado determinadas formas
de realizacién preferidas y aspectos de la presente
invencién, y dichos ejemplos no han de interpretarse como
un limite de los alcances de la invencion.
Ejemplo 1
Materiales y métodos

Cultivo de levadura. Se utilizdé el siguiente
protocolo para cada fermentador Bioflow (BioFlow III, New
Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, New Jersey,
EE.UU.) para cultivar la levadura Sacchromyces cerevisiae
{levadura seca activa, ADY (active dry yeast}) de Fermin,
Alltech Inc., Lote #689, Recuento de levadura: 2,38x10%°
células/gramo, viabilidad: 92.6%). Se preparé el indculo
de levadura mediante la transferencia de 28 g de ADY
Fermin fresco a una botella precalentada de 250 ml de
agua estéril desionizada. Seguidamente, se incubé la
solucidon a 30°C {en un bafio de agua) durante 20 min y se
sometidé al vértice varias veces. El medio del BioFlow
estaba compuesto de 66 g de extracto de levadura, 10 g de

peptona, 4 g de dextrosa, 4 g de base de nitrdgenoc para
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levadura y 1750 mL de agua desionizada. Se produjo un

lote de control para lo cual se utilizd se cultivd’

levadura scola, lo gque requirid 250 mlL adicionales de agua
desionizada afiadida al volumen del reactor. Se produjeron
tres lotes que contenilan levadura y bentonita K10 (Fluka)
mediante la adicién de 8, 16, y 32 g al reactor. Se
calentd el medio del reactor Bioflow a 30°C, y se inyectd
aire con un caudal de 1L/min durante diez minutos antes
de la inoculacién. Se ajustd la agitacién a 300 rpm y se
supervisd el medioc y se lo mantuvo a un pH minimo 5,0
durante la totalidad del cultivo. Se afiadié un agente
antiespumante (Antifeoam AES, 1:10, en la medida de 1lo
necesario). A continuacidén se inyectd DAP (Ammonium
phosphate dibasic, fosfato de amonioc dibédsico} de manera
aseptica (4 g en 10 mL a pH 4.0). La levadura previamente
suspendida fue afiadida en el fermentador. Se verificd el
nivel de glucosa durante el cultivo mediante tiras
diabéticas {CneTouch, UltraMini, LifeScan, Inc.,
Milpitas, <California, EE.UU.) y se afiadidé glucosa
complementaria cuande el nivel de la glucosa cayd por
debajc de 0,8 mg/mL. Se incrementdé la agitacién
progresivamente a 500 rpm a lo largo de 2 horas de la
incubacidén, asi como también el caudal de aire (hasta
4 L/min a lo largo de tres horas). Cuando la mitad del
substrato de glucosa complementaria se hubo consumido, se
afladid bentonita adicional (8, 16, 32 g en 250 ml de agua
desionizada) al reactor de manera de obtener una
concentracién final de 0,5%:; 1,0%:; Y 2,0%,
respectivamente, de arcilla en el medio final.

Se cosecharon cultivos de levadura cuando se hubo
utilizado la totalidad del azucar. Se recolectd el
contenido del BioFlow en botellas estériles, vy se

centrifugd a 4.000 g durante 20 minutos. Se retird el
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material sobrenadante y se lavarcon las pellas con NaCl al
0,125 % en H20. Se separaron las pellas en dos fracciones
mediante la formacidn distinta de dos capas después de la
centrifugacién: (i) una capa gue contenia arcilla; e (ii)
una capa que contenia levadura y arcilla. Seguidamente se
lavaron las levaduras tres veces con una solucién de NaCl
al 0,125% NaCl.

Método de la extraccidén de las paredes de célula de
levadura entrelazada con arcilla. Para la aislacién de
las fracciones de paredes de célula de levadura con
respecto a la levadura producida como se describe en lo
que precede, se utilizaron dos métodos separados.

En un primer método, se utilizdé un “micrométodo” en

el que se enmplean perlas de vidrio y un homogeneizador

'(minibead beater) (Bead-Beater, Model #1107900, Biospec

Products, Inc., Hamilton Beach/Proctor-Silex, Inc.,
Southern Pines, North Carolina, EE.UU.). Las pellas
fueron resuspendidas con dos volimenes de Tris-Cl 10 mM,
pH 7,4, con PMSFE (phenylmethylsulfonofluoride,
sulfonofluorurc de fenilmetilo), y golpeadas con perlas
de vidrio (suspensidén de levadura: perlas 50:50) en un
volumen total de 5 mL durante 30 segundos con un
intervalo de reposo de un minuto, todo este tiempo sobre
hielo. Se repitid el golpeteo diez veces o hasta que el
95% de las células estaban desintegradas. Se recolectaron
las perlas y se las lavé. Se reunieron las fracciones vy
se las centrifugd a 4.000 g durante 20 min. Las pellas
fueron seguidamente reunidas, secadas por congelacién vy
molidas.

En un segundo méetodo, las pellas de levadura fueron
suspendidas con agua desionizada ‘estéril hasta una
concentracién de 13 a 15 % de material seco. La

suspensidén de levaduras fue sometida a agitacién a 60°C.
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Se ajustd el pH mediante la utilizacién de NaQH al 10 %
hasta pH = 8,0, antes de afiadirse enzima a razén de 0,3
mL/L. La temperatura y las condiciones de agitacién se
mantuvieron a lo largo de ocho horas. Se sﬁpervisé el pH
y se lo ajustd cada 15 minutos (para lo cual se utilizd
se utilizd el NaOH al 10%) durante las primeros dos
horas, y a continuacién se supervisd el pH y se lo ajustd
cada hora durante las siguientes seis horas. Se
transfiridé la suspensién a botellas de centrifugacién
estériles, y se centrifugd a 4.000 g durante 20 minutos.
El material sobrenadante fue descartado y se lavaron las
pellas con tres volumenes- de agua estéril fria, vy
sequidamente se centrifugd nuevamente a 4.000 g durante
20 minutos. Se repitid el paso.de lavado dos meses antes
de congelar las pellas, secarlas por congelacién vy
molerlas.
EJEMPLO 2
Caracterizacidn de los extractos de paredes de célula de
levadura mediante perlas de vidrio y un homogeneizador a
partir de células de levadura cultivadas en ausencia y
presencia de arcilla

Se desintegraron células de levadura después de 1la
resuspensidn de las células de levadura en tampédn Tris-
HCl, pH 7,4, con PMSF para lo cual se utilizd un micro
método con un hemogeneizador de perlas y perlas de
vidrie, como anteriormente descrito (véase el Ejemplo 1).
Seguidamente se analizaron los lisatos de las paredes de
célula a efecto de caracterizar las paredes de célula de
levadura en cuanto a su capacidad de adsorber las
micotoxinas (expresada en forma de un porcentaje de
eficacia comparado con la totalidad de micotoxinas

presentes) bajo condiciones de pH fisioldgicas para cada

micoctoxina individual considerada. La actividad de
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adsorcidén/ligacidén global fue evaluada cinéticamente. Las
muestras de ensayo comprendieron un minimo de 5 niveles
hasta 10 niveles de concentracidén de micotoxina ensayada
con las diferentes preparaciones de paredes de célula de
levadura utilizadas con una concentracidédn entre 0,25 vy
4g/L dispersadas en un medio acuoso con un valor de pR =
4 fijo representativo de las condiciones digestivas del
PH en el tracto de los animales. Se calculo una
evaluacidn de 1la adsorcidn mediante HPLC (High
Performance TLiquid Chromatography, Cromatografia con
Liquido de Elevada Performance) acoplado a detectores
fluormétricos y de conjuntos de diecdos (por ejemplo, para
detectar cantidades de micotoxina y de micotoxina
adsorbida/secuestrada).

Los datos se han representado en la Figura 3. Los
extractos de paredes de célula de levadura obtenidos de
las células de levadura cultivadas en la presencia de
arcilla (células de levadura entrelazadas con arcilla),
presentan una capacidad significativa, no prevista, de
secuestrar y adsorber =zearalenona (por ejemplo, por el
hecho de presentar una eficacia del 79,33% para las
paredes de célula de levadura extraida de ser una de
levadura éultivadas en la presencia de 2% de arcilla en
comparacién con una eficacia de solamente 6,91% de las
paredes de c¢élula de levadura extraildas de células de
levadura cultivadas en la ausencia de arcilla. E1
coeficiente de eficacia del 79,33 para las composiciones
de paredes de célula de levadura extraidos de células de
levadura cultivadas en la presencia de 2% de arcilla fue
también significativamente mas elevado que los
coeficientes de eficacia anteriormente documentados de
solamente el 44,7% para una composicidén convencional que

comprende una combinacién de extracto de paredes de
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célula de levadura al cual se ariade posteriormente una
arcilla sobre una base de mezcla seca. El nivel de 1la
inclusidn de los secuestrantes producto para AFBl y ZEA
fue respectivamente de 0,1 y 0,4% en el medio de 1la
reaccidn que se mantuvo con un pH = 4,0 constante. Se
llevd a cabo el ensayo bajo agitaciédn orbital durante 90
minutos a 37°C y se evalud la cantidad de toxina ligada
mediante HPLC equipada con un detector de fluorescencia.

Adicionalmente, la levadura cultivada en la
presencia de arcilla presentd una alteracidn
significativa en los componentes/estructura de 1las
paredes de célula. Por ejemplo, a medida gue se aumenta
la cantidad de arcilla, aumenta la relacién
mananc:glucanoe {(por ejemplo, a medida que la arcilla
aumenta de 0, 0, 5%, 1,0% a 2,0%, la relacién
manano:glucanc aumenta de 1,01 a 1,2, 1,35 y 1,45,
respectivamente. La cantidad total de proteina también
aument6é al aumentar la cantidad de arcilla afadida al
medioc de cultivo de las células. |
EJEMPLO 3
Caracterizacién de los extractos de paredes de célula de
levadura aislados mediante la utilizacidén de corte de
proteinas a partir de células de levadura cultivadas en
ausencia y presencia de arcilla

Se trataron células de levadura con una proteasa
como se describe en el Ejemplo 1. Seguidamente se
analizaron los lisatos de las paredes de célula a efectos
de caracterizar las paredes de célula de las levaduras y

su capacidad de adsorber las micotoxinas {expresada como

‘un porcentaje de eficacia en comparacién con la totalidad

de micotoxinas presentes) bajo condiciones de PH
fisioldgicas para cada micotoxina individual considerada.

Se evalud la capacidad global de adsorcién cinéticamente.
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Las muestras de ensayc comprendian un minimo de 5 niveles
hasta las 10 niveles de concentraciones de micotoxinas
ensayadas con las diferentes preparaciones de paredes de
célula de levadura utilizados con una concentracidn entre
0,25 yv 4 g/L dispersas en un medio acuoso con un valor de
pH = 4,0 fijo) representativo de las condiciones
digestivos del pH en el tracto de los animales. Se
calculd la evaluacidn de la adsorcidédn mediante un HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) acoplado a
detectores fluorométricos y de conjuntos de diodos (por
ejemplo, para detectar cantidades de micotoxina vy
micotoxina adsorbida/secﬁestrada).

Los datos se muestran en la Figura 4.Los extractos
de paredes de célula de levadura entrelazadas con
arcilla, obtenidos a partir de células de levadura
cultivadas en la presencia de arcilla, presentaron una
capacidad significativa, no prevista, de secuestrar y/o
adsorber zearalenona y aflotoxina Bl. Por ejemplo, los
extractos de paredes de célula de levadura obtenidas de
levadura cultivada en la presencia de arcilla al 2,0%
presentaron una eficacia del 85,89% para la zearalenona,
mientras que los extractos de paredes de célula de
levadura obtenidas de levadura cultivada en la ausencia
de arcilla, presentan un coeficiente de eficacia de
adsorcién de solamente el 69%. Los extractos de paredes
de célula de levadura entrelazada con aréilla, obtenidos
de levadura cultivada en la presencia de arcilla al 2,0
%, presentaron una eficacia del 53,7% para la aflatoxina
Bl, mientras gque los extractos de paredes de célula de
levadura obtenidos de levadura cultivada en la ausencia
de arcilla, presentan un indice de eficacia de adsorcién
de solamente el 2,65%. Adicionalmente, la levadura

entrelazada con arcilla cultivada en la presencia de
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arcilla presentdé una alteracidén significativa en los
compenentes/estructura de las paredes de célula. El nivel
de inclusidén de los secuestrantes producto para AFBl vy
ZER fueron respectivamente de 0,1 v 0,4 % en el medios de
reaccién que fue mantenido con un pH = 4,0 constante. E1
ensayo se llevd a cabo bajo agitacidén orbital durante 90
minutos a 37°C y se evalué la cantidad de toxina ligada
mediante HPLC equipado con un detector de fluorescencia.

Se utilizdé el método del Ejemplo 1 con fuentes
alfernativas de levadura a efectos de evaluar la
influencia de wuna arcilla esmectita (American Colloid
Company, Arlighton Height, IL, Estados Unidos) afiadida en
una concentracidn de 1,0‘% en el medio de cultivo saobre
la composicidén del material de paredes de célula de
levadura entrelazada con arcilla. Se investigaron tres
tipos de levadura pertenecientes a Saccharomyces
cerevisiae, ADY Fermin (08-032/460-89), una levadura de
hornear de Levapan (Lote # 7169281, Levapan S.A., Bogota,
Columbia) y una levadura seca activa de DCL (lote #1390,
DCL Yeast Ltd., Alloa, Gran Bretafia).

Se observé una variacidn entre las paredes de célula
de levadura entrelazada con arcilla con niveles de 19,9,
17,0 y 10,3% de glucano; 10.6, 10,4, y 8,4% de manano; y
1,5, 1,4, 0,9% de quitina (N-acetil-glucosamina) presente
en las paredes de célula de levadura (y expresado con
referencia a la célula total} para ADY Fermin, Levapan,
DCL CIYCW antes de la hidrélisis.

La eficacia del secuestro de material producido
también presentd diferencias de acuerdo con el tipo de
célula de levadura seleccionado (Véase la Figura 9). Las
variaciones observadas en términos de eficacia también
estaban relaciénadas corn el tipo de micotoxina

considerado.
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EJEMPLO 4
Formacién de imagenes de microscopia electrdnica de
extractos de paredes de célula de levadura obtenidas a
partir de células de levadura cultivadas en la ausencia y
presencia de arcilla

Se llevaron a cabo experimentos durante el
desarrollo de formas de realizacidén de la invencidn a
efectos de caracterizar vy observar varias muestras de
levadura (Véase, por ejemplo, la Figura 2). Se prepafaron
las muestras mediante 1l1la filtracidén de una solucidn
rehidratada de levadura en GTA (glutaraldehido) al 2,5 %
en una solucidén de NaCl al 0,85 %. Seguidamente se filtré
la solucién a través de un nucleoporo de nylon de 13 mm
de diam., tamafio de los poros 0,1 um prehumedecido con
NaCl al 0,85 %. Seguidamente se transfirié el filtro a un
plato de Petri y se recubridé con gotas de agente de
fijacién GTA/cacodilato (Cac) a la temperatura ambiente
durante 90 min. A continuacién se enjuagaron los filtros
con Na Cac 0,1 M ©pH 7,2. Se efectué la fijaciédn
secundaria mediante la colocacidén de los filtros en un
tubo durante 60 minutos con 100 pL de tetrdéxido de osmio
al 2 % en 0,1 M Na Cac pH 7,2. Seguidamente se enjuagaron
las muestras con Na Cac 0,1 M pH 7.2 y 3 veces con agua
desionizada. Se 1llevd a cabo la deshidratacidén de la
muestra mediante series de etancl .(de 25% a 100%).
Seguidamente se secaron las muestras por congelacidn, se
las montdé sobre un elemento preparado con cintas de
carbono para fines de conductividad, y se recubrié con
una aleacidén de Au/P. Se efectuaron las observaciones a
3,0 keV en un 5-4300 FESEM (Hitachi, Japén). A efectos de
remover cualguier interaccidédn no especifica entre

levadura y arcilla, se aplicd una corriente gaseosa

66

(>



10

15

20

25

30

altamente presurizada de nitrdgeno sobre cada muestra

montada antes de recubrir con Au/P.

EJEMPLO 5
Escalamiento semiindustrial de la produccién de paredes

de célula de levadura cultivadas con arcilla

Cultivo escalado de ievadura. Se utilizd un
frecuentador de 150 L {(ML-4100, New Brunswick Scientific
Co., Inc., Edison, New Jersey, EE.UU.) para cultivar la
levadura Sacchromyces cerevisiae (ASY (active dry yeast,
levadura seca activa) de Fermin, Alltech Inc., Lote #6009,
recuento de levaduras: 2,38x10'° células/gramo, viabilidad
92,6%). Se prepard el indculo de levadura transfiriendo
0,84 kg de ADY Fermin fresco a un carboy anteriormente
sometido a autoclave (a 121°C durante 40 min) de 19 L
provisto de tuberia, recubierto con un BioShield que
contenia 7,5 L de agua y que habia sido mantenido después
de autoclave a 30°C en una incubadora durante la noche.
Se prepararon dos carboy de alimento de 19 L, recubiertos
con un BioShield, mediante la adicién de 9 L de agua,
6 kg de dextrosa y una barra de agitacién. Después de
mezclado y disolucidén de la fuente de carbono, el medio
alimento fue sometido a autoclave (121 °C durante
40 min). Se preparé una solucién de nitrégenoc con una
botella tapada estéril de 1 L que contenia 250 ml de agua
desionizada, 120 g de fosfato de diamonio ajustado a pH
4,0-4,1 con HC1l concentradec. Se preparafon dos botellas
tapadas estériles de 1 L de nitrdégeno de alimento
mediante la adicién de 700 mL de agua desionizada, 192 g
de fosfato de diamonio ajustado a pH 4,0-4,1 con HCl
concentrado. Se prepard una solucidn de base en un ¢arboy

de 19 L, recubierto con un BioShield y que contenia 13,5
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L de agua, 1,5 L de KOH. Seguidamente se conectd la
tuberia a una bomba peristaltica. Se prepardé una solucién
de agente antiespumante (Antifoam AES, 1:10) en un carboy
de 19 L con tuberia, recubierto con un BioShield y que
contenia 12 L de agua, 3 L de agente antiespumante
(Antifoam AES, 3 kg), y se mezcld. Seguidamente se
conectd la tuberia a una bomba peristédltica. El medio del
fermentador de 150 litros estado compuesto de 1,98 kg de
ambar, 0,3 kg of peptona, 0,12 kg of dextrosa, 0,12 kg de
base de nitrdgeno de levadura, 0,516 g de arcilla
esmectita (American Colloid Company, Arlighton Height,
IL, USA) y 60 L de agua fue llevada a 121°C, 15 psi
durante una hora bajo agitacidén. Se enfrid el medio a
30°c, Yy se mantuvo esta temperatura durante 1la
propagacion.

Se llevd a cabe la propagacién en el frecuentador de
150 L mantenido a 30 °C bajo agitacién moderada (70% de
la'potencia) e inyeccidén de aire (a 5 psi) antes de 1la
inoculacidn y durante la totalidad de la fermentacidén. El
indéculo que contenia 0,84 kg de ADY en 7.5 L de agua fue
sometido a agitacidn durante 20-30 min antes de la
inoculacién en el frecuentador de 150 L. Se afiadidé una
botella de nitrégeno de alimento a cada carboy de
alimento bajo mezclado. La solucidén de nitrégeno fue
bombeada en el fermentador de 150 L y se las dejé
mezclarse durante un minimo de 10 minutos antes de 1la
inoculacién. Se f£ijé el Carboy antiespuma, y se bombed el
agente antiespumante a través de la tuberia dentro del
fermentador 150 1L, en funcién de necesidad. Se colocd una
sonda de espuma dentro del fermentador a efectos de
supervisar la formacidén de espuma y para permitir el
completado correcto con el agente antiespuma. Se £ijé la

solucidn de base y se la bombed a través de la tuberia en
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el fermentador de 150 L de acuerdo con necesidad. Se
supervisd la evolucién del pH del medio del fermentador
de 150 L, y se lo mantuvo en un minimo de pH 5,0 durante
la totalidad del cultivo. Se llevd a cabo la inoculacidn
fijando el Carboy del inéculo al portilloc y bombeando el
contenide en el fermentador de 150 L. El1 mezclado del
inéculo dentro del fermentador fue llevado a cabo 20 a 30
minutos antes de la primera toma de muestras. Se
supervisd la espuma a lo largo de 1la propagacién,
ajustandose el aire y la agitacién cada hora. Se
supervisdé el pH internamente y externamente y se ajustd
en la medida de lo necesario para mantener el pH a un
valor 5,0 o superior. Se ensaydé el nivel de glucosa
durante el cultivo mediante tiras diabéticas (OneTouch,
UltraMini, LifeScan, Inc., Milpitas, California, EE.UU.)
y se anadidé glucosa complementaria cuando el nivel de las
glucosa caia por debajo de 0,8 mg/mL mediante bombeo
lento en la solucidén de alimento o© aceleréandose
gradualmente a lo largo del tiempo. Si el nivel del
azucar subia arriba de 0,8 mg/mL, se desacelerd la
velocidad de alimentacién o se lo detuvo por completo en
caso de necesidad.

Se cosecharon cultivos de levaduras cuando se hubo
utilizado todo el azucar. El contenido del fermentador de
150 L fue reunido en botellas estériles y centrifugado a
4.000 durante 20 min. Se retird el material sobrenadante,
y se midié el porcentaje de material seco de la levadura
lavada. Seguidamente se transfirié la levadura lavada de
regreso al fermentador de 150 L y se afiadié agua a
efectos de llevar la suspensién de uné concentraéién de 9
- 11 % a una concentracién de 13-15% de material seco. La

agitacidén se mantuvo en todo momento.
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Extraceidn de paredes de célula de levadura
entrelazada mediante hidrdélisis de enzima. La suspensidén
de levadura de material seco de 13-15% fue sometida a
agitacidén a 60°C. Se ajustd el pH mediante NaOH al 10 %
hasta pH = 8,0, antes de afiadir enzima a 0,3 mL/L. Las
condiciones de temperatura y de agitacidédn se mantuvieron
a lo largo de ocho horas. Se supervisd el pH y se lo
ajustd cada 15 minutos (mediante el NaOH al 10%) durante
las primeras dos horas, y seguidamente se supervisd el pH
y se lo ajustd cada hora durante las siguientes seis
horas. Se transfirid la suspensidén a botellas centrifugas
estériles y se centrifugd a 4.000 g durante 20 minutos.
Se descartdé el material sobrenadante y se lavaron las

pellas con tres volumenes de agua estéril fria, vy

seguidamente se centrifugd nuevamente a 4,000 g durante

20 min. Se repitié el paso de lavado dos veces antes de
congelar las pellas, .y se secd por congelacidén y se
molié. El incremento de la temperatura durante la fase de
secado por spray tuvo como resultado un rendimiento
ligeramente superior y una menor acumulacidén de producto
en el secador de spray.

La inclusidén del material arcilla puede ser seguida
por un cambio en la concentracidén de ceniza en la muestra
que llega a valores de aproximadamente 20 % para las
paredes de célula de levadura entrelazada con arcilla a
diferencia de una concentracién del cinco por ciento en
extractos de paredes de célula de levadura que no
contiene ningun material arcilla (Véase la Figura 6).
También se observd una diferencia significativa en
términos de composicién entre las lineas de células de
levadura ADY Fermin producida anteriormente en los
fermentadores Bioflow a diferencia del fermentador de

150 L, con una disminucién de la composicién de glucano y
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manano en la produccién en gran escala, pero también un
incremento del contenido de quitina en las paredes de
célula de levadura (de 1,5% a 3%) lo que explica la
respuesta de las paredes de célula de la levadura frente
a agentes perturbadores en los que interviene 1la

trayectoria de sefializacién de las paredes de célula.

Se evaluan los productos CIYCW en escala
semiindustrial a efectos de determinar la eficacia en el
secuestro de las micotoxinas (Véase, por ejemplo la
Figura 7), y los resultados confirman el incremento de la

capacidad de adsorcidén de micotoxina por el CIYCW.

EJEMPLO 6
Produccién de paredes de célula de levadura entrelazada
con arcilla mediante la utilizacidn de una fuente
industrial de azucar

Cultivo de levadura. Una cantidad de Sacchromyces
cerevisiae (levadura seca activa (ADY) de Fermin, Alltech
Inc., recuento de levaduras: 2,38x10%° células/gramo,
viabilidad: 92.6%) fue «cultivada en un fermentador
Bioflow (BioFlow III, Wew Brunswick Scientific Co., Inc.,
Edison, WNew Jersey, EE.UU.). Se prepard el inéculo de
levadura transfiriendo 29 g de ADY Fermin fresoc a una
botella recalentada de 87 ml de agua desionizada estéril.
Seguidamente se incubé la solucién a 30°C (en un bafio de
agua) durante 20 min y se sometid a vértice varias veces.
El medio de BioFlow estd compuesto de 0,048 g de
hipocloruro de‘ calcio, 0,24 g de sulfato de magnesio,
0,169 g de sulfato de cing, 0,24 g de cloruro de
magnesio, 2,4 g (2,5 ml de alimento preparado) mosto de
cafia de azucar, 7,5 arcilla esmectita (0,5 % en el medio

final, (American Colloid Company, Arlighton Height, IL,
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USA)} y 1.440 mL de agua desionizada. El mosto de cafa de
azlcar cosiste en una solucién al 30 % de TRS ({(total
reducing sugars, aztcares reductores totales) de molazas
diluidas con agua. La preparacién del mosto fue efectuada
con 669 g de molazas (62.8% de TRS) y 731 mL de agua
desionizada. Se prepardé una fuente de nitrégeno con 54,5
g de urea en 163,55 mL de agua desionizada.

Se calentdé el medio del reactor Bioflow a una
temperatura de 30°C, y se inyectdé aire con un caudal de
1L/min durante diez minutos antes de la inoculacién. Se
ajustd la agitacién a 300 rpm y se supervisd el medio y
se mantuvo un pH minimo de 5,0 durante la totalidad del
cultive, para lo cual se utilizé &cido fosfdérico, 85%. Se
afladié agente anti espuma. (Antifoam AES, 1:10, en la
medida de lo necesario). La levadura, previamente
resuspendida, fue afiadida al fermentador. Se ensayd el
nivel de glucosa durante el cultivo con tiras diabéticas
(OneTouch, UltraMini, LifeScan, Inc., Milpitas,
California, EE.UU.) y alimento adicional (del mosto de
cana de azucar} cuande el nivel de la glucosa cala por
debajo de 0,8 mg/mL. Se incrementdé la agitacién
regresivamente a 500 rpm a lo largo de dos horas de
incubacidn asi como el caudal del aire (a hasta 4 L/min a
lo lafgo de tres horas). La concentracién final de
arcilla en el reactor era de 0,5 % en el medic final.

La cantidad de molazas a ser afadidas en el
fermentador dependia de la eficiencia de la levadura para
utilizar el azldcar, y se hallaba comprendida entre 400 Y
600 g. La sobrealimentacién con melazas encontrd
problemas productivos con los resultados de 1la
incapacidad de generar cualguier biomasa de levadura por
medio de la fermentacién. Se cosecharon los cultivos de

levadura cuando ya no se observé un cultivo ulterior. El
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contenido del BioFlow fue recogido en botellas estériles
y centrifugado a 4.000 g durante 20 minutos. Se retird el
material sobrenadante, y se lavaron las pellas con NaCl
al 0,125 % NaCl en H20. No se halld ninguna fraccién
separada cuandc se utilizaron molazas para llevar a cabo
la propagacidn de la levadura. Seguidamente se lavaron
las levaduras tres veces con sclucidén de NaCl al 0,125.

Método de extraccidn de paredes de célula de levadura
entrelazada con arcilla Se resuspendieron levaduras con
agua desionizada_estéril hasta una concentracién de 13 a
15 % de material seco. La suspensién de levaduras fue
sometida a agitacidén a 60°C. Se ajuété el pH mediante
NaOH al 10 % a pH = 8,0 antes de afiadir enzima a razén de
0,3 mL/L. Las condiciones de temperatura y de agitacién
se mantuvieron a lo largo de ocho horas. Se supervisd el
pPH y se 1lo ajustd cada 15 minutos (para lo cual se
utilizo el NaOH al 10%) durante las primeras dos horas, y
seguidamente se supervisd el pH y se lo ajustd cada hora
durante las seis horas siguientes. La suspensidén fue
transferida a botellas de centrifugadora estériles vy
centrifugada a 4.000 g durante 20 minutos. Se descartd el
material sobrenadante y se lavaron las pellas con tres
volamenes de agua estéril fria, y seguidamente se
centrifdgé nuevamente a 4.000 g durante 20 min. Se
repitié el paso del lavado dos veces antes de congelar
las pellas, secarselas por congelacién y molérselas.

La eficacia de secuestro del material producido
también presentd diferencias de acuerdo con la fuente de
carbonoe utilizado para propagar la levadura (Véase la
Figura 8).Las variaciones observadas en términos de
eficacia también estaban relacionadas con el tipo de
micotoxina considerada. La composicidén del material era

también diferente de la composicién del material
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producido con dextrosa como Unica fuehte de carbono. Se
encontraron niveles de 13,4 % de glucano, 17,8% de
mananc; y 2.7% de gquitina (N-acetil—-glucosamina)
presentes en las paredes de célula de la levadura (y

expresados con referencia a la célula total).

EJEMPLO 7
Eficacia In vivo contra micotoxicosis de Fusarium

Unos polluelos de pavo hibrido BNO de un dia de edad
(Hybrid Turkeys, Kitchener, ON, Canadd) fueron pesados
individualmente, se les ataron las alas, y se los
distribuyd aleatoriamente en grupocs en la estacidén de
investigacién Arkell Poultry Research Station de la
Universidad de Guelph. A los pollos se les asigné
aleatoriamente una de cada cinco dietas. Los pollos fuera
inicialmente mantenidos a 32°c, y se redujo la
temperatura gradualmente en 3°c por semana de manera de
llegar a una temperatura de 21°C al final de.la semana 4.
Se mantuvo esta temperatura durante una duracidén del
experimento. A los polluelos de pavo se los alimenté con
una dieta inicial basada en harina de maiz, trigo y soja
(semanas 0-3), y dietas de desarrollo (semanas 4-6)
formuladas con granos de control, paredes de célula de
levadura de control + entrelazado con 0,2% de arcilla,
granos contaminados, y granos contaminados + paredes de
célula de levadura entrelazadas con 0,2 % de arcilla. La
dieta de control fue formulada de manera de satisfacer o
superar los requerimientos nutrientes minimos para pavos
de acuerdo con la norma NRC (1994). Se prepararon dietas
contaminadas con micotoxinas mediante el reemplazo del 25
Y 10%‘y 26 y 5% del maiz y trigo de control por maiz vy
trigo contaminado naturalmente con micotoxinas de

Fusarium durante las fases inicial y de crecimiento,
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respectivamente. Los niveles de reemplazo de los granos
de control por los granos contaminados fueron calculados
de manera de obtener una exposicidén a la micotoxina de
aproximadamente 4 mg de DON/kg de dieta de durante las
fases inicial y de crecimiento. Se prepararon dietas
complementadas con adsorbente polimérico glucomanano,
para lo cual se sustituyé el maiz de control en las
dietas con 0,2 % de paredes de célula de levaduras
entrelazadas con 0.2 % de arcilla (CIYCW). Se provee
alimento y agua ad libitum. Se tomaron muestras
representativas de alimento al inicio de cada fase para
los andlisis proximal y de micotoxina. Los contenidos
dietarios de proteina, material seco y cenizas fueron
determinados de acuexrdo con la Association of Official
Analytical Chemists (1980). En la Tabla 1, se muestra las
formulaciones de las dietas y los contenidos nutrientes.
Los procedimientos del experimento fueron aprobados por
la University of Guelph Animal Care Committee en base a
las directivas del Canadian Council on Animal Care.

Tabla 1. Composiciones de dietas experimentales (%)

Ingredientes | Dieta inicial (semanas 0 a 3)

Control Control Contaminada | Contaminada

+ CIYCW + CIYCW

Maiz 36,00 35,80 11,02 10,82
Maiz 24,98 24,98
contaminado
Trigo 10,00 10,00
Trigo 0,00 0,00 10,00 10,00
contaminado
Harina de | 45,00 45,00 45,00 45,00
soja
Fosfato 2,30 2,30 2,30 2,30

75

o



monocéalcico

Carbonato de | 1,84 1,84 1,84 1,84
calcio

Grasa/sebo 3,00 3,00 3,00 3,00
Sal 0,40 0,40 0,40 0,40
DL-metionina | 0,22 0,22 0,22 0,22
HCl-lisina 0,15 0,15 0,15 0,15
Vitamina v (1,00 1,00 1,00 1,00
mineral,

premezclados

(1)

Anticoccidio | 0,10 0,10 0,10 0,10
(2)

CIYWC (3) 0,20

Valores

calculados

ME, kcal/kg 2.800

Proteina 26,50

bruta

Lisina 1,60

Metionina 0,62

Calcio 1,20

Fésforo 0, 60

disponible

Valores

analizados

Proteina 26,41 24,97 27,75 26,70
bruta

DM 88,70 89,03 88,99 89,14
Ceniza 8,10 6,97 7,12 7,00
Ingredientes | Dieta de desarrollo (semanas 4 a 6)
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Ceontrol Control Contaminada | Contaminada
+ CIYCW + CIYCW

Maiz 42,68 42,48 16,86 16,66
Maiz 25,82 2582
contaminado
Trigo 5,00 5,00
Trigo 5,00 5,00
contaminado
Harina de | 42,00 42,00 42,00 42,00
soja
Fosfato 2,20 2,20 2,20 2,20
monocalcico
Carbonato de | 1,40 1,40 1,40 1,40
calcio
Grasa/sebo 5.00 5,00 5,00 5,00
Sal 0,40 0,40 0,40 0,40
DL-metionina | 0,16 0,16 0,16 0,16
HCl-lisina 0,06 0,06 0,06 0,06
Vitamina y| 1,00 1,00 1,00 1,b0
mineral,
premezclados
(1)
Anticoccidio | 0,10 0,10 0,10 0,10
(2)
CIYWC (3) 0,20 0,20
Valores
calculados
ME, kcal/kg 3.050
Proteina 23
bruta
Lisina 1,36
Metionina 0,5
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Calcio 1,1
Fésforo 0,52
disponible
Valores 23,31 24,29 24,27 27,70
analizados
Proteina 89, 30 88,99 88,54 88,38
bruta
DM 6,33 6,39 6,73 6,75
Ceniza
{1) mezcla de vitaminas -minerales provista por

kg de dieta: vitamina A (todo-trans-retinil
palmitato), 8.800 UI; colecalciferol, 3.300
UI vitamina E (todo rac-o-tocoferil acetato:;
40 UI; menadiona, 3,3 mg; tiamina. 4,0 mg;
riboflavina, 8,0 mg; &cido pantoténico, 15
mg; niacina 50 mg; pirodoxina, 3,3 mg;
colina, 600 mg; Acido félico, 1,0 mg;
biotina, 20ug; vitamina Bl2, 12 ng;
etoxiquina, 120 mg; manganesc 70 mg; cinc,
70 mg; hierro, 60 mg; cobre, 10 mg; ycdo,
1,0 g; selenio, 0,3 mg.

{(2) Monensin sodio, 10 %
(3) Pared de célula de levadura entrelaza con
arcilla

Las concentracicnes dietarias de DON, l5-acetil-DON,
ZEN, fumonisina y ochratoxina A se indican en la Tabla 2.
Otras micotoxinas se hallaban por debajo de los limites
de deteccién del método que eran de 0,12 mg/kg para el
nivalenol, 0,05 mg/kg para el 3-acetil-DON, 0,07 mg/kg
para el neosolaniol, 0,06 para el diacetoxiscirpenol y
toxina T-2 y de 0,04 mg/kg para la toxina HT, y'de 0,001
mg/kg para las aflatoxinas. Los limites de deteccién para

DON, 15-acetil-DON, ZEN, fumonisina y ochratoxina A eran
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de 0,06, 0,05, 0,025, 0,05 y 00,0003 mg/ kg,

respectivamente.

Tabla 2.- Concentraciones de micotoxina {pg/g) en

dietas experimentales

Dieta Micotoxina (1)
Deoxinivelenol 15-acetil- Zearalenona ~| Fumonisina Cchratoxina
deoxinivalencl
Inicial
{semanas 0-3}
Control 0,44 0,055 <Q,025 BDL (4) 0,46 -
Control i | 0,53 0,087 <0,025 BDL 0,79
CIYCW (2}
Contaminado 3,3 0,17 0,35 56 BDL
Cotaminade + | 4.1 0,17 0,47 BDL BDL
CIYCW
De
desarrrollo
{semanas 4-6)
Control 0,44 0,12 BDL BDL 0,62
Control + | 0,37 0,12 BDL BDL 0,71
CIYCW
Contaminado 3,7 0,29 ) 0,34 61 1,0
Contaminado + | 3,2 0,28 0,27 63 0,35
CIYCW
{1) En las dietas experimentales también se

midieron otras micotoxinas, los gue in
deacetoxicirpenol, toxina T-2, nivalenol, 3-
acetil-DON, neosolaniol, toxina HT-2, vy

aflatoxinas, pero no se detectaron.

{2) Pared de c¢élula de levadura enlazada con
arcilla
{3) BDL, below detection limit, por debajo del

limite de deteccién.
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La alimentacién con granos contaminados no influyd
de manera significativa sobre la ganancia de peso
corporal, consumo de alimenteocs y eficiencia de 1la
utilizacién del alimento al final de 1la fase inicial
(Tabla 3). La alimentacién con dieta contaminada
incrementd de manera significativa la ganancia de peso
corporal y mejord 1la eficiencia alimenticia en
comparacién con el control al final de la fase de
desarrollo. No hubo un efecto de 1la dieta sobre la
ingesta de alimentos durante la fase de desarrollc (Tabla
3. Al final de la fase de desarrclloc, el anadido de
pared de célula de levadura entrelaiada con arcilla en
las dietas contaminadas incrementé la ganancia de peso
corporal, consumo de alimentos y mejord la eficiencia de
la utilizacién del alimento en comparacidén con el
control. La ganancia de peso corporal y la eficiencia del
alimento a lo largo de un periodo experimental de seis
semanas fueron significativamente mas elevadas en las
aves alimentadas con dietas contaminadas y con dietas
contaminadas complementadas con paredes de célula de

levadura entrelazada con arcilla.

Tabla 3. Efectoc de las micotoxinas dietarios de Fusarium

sobre la performance de los pavos (1)

Dieta Semanas 0-3 Semanas 4-6 Semanas 0-6
Aumento {ganancia) de peso corporal
{g/ave)

Cont (2) 474,50 1.420,81 1.895,32

Cont - CIYCW| 501,45 1.461,74 1.963,19

{3)

MYCO (4) 511, 93 1.527,97 2.084, 90
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MYCO - CIY¥CW | 502,00 1.627,63 2,129,064
SEM 15,35 29,48 37,59
Cont vs | NS (6) NS NS
Cont-CIYCW
Cont wvs MYCO |NS 0,0023 0,002
Cont vs | N§ 0,0002 00,0004
MYCI-CIYCW
MYCO vs | NS NS NS
MYCO-CIYCW

Ingesta de alimento(g/ave/dia)
Cont 32,44 117,85 75,14
Cont - CIYCW | 33,54 116,87 75,20
MYCO 33,75 119,86 76,81
MYCO — CIYCW | 33,87 124,40 79,13
SEM 0,91 2,21 1,40
Cont vs | NS NS NS
Cont-CIYCW
Cont vs MYCO | NS NS NS
Cont vs | NS NS NS
MYCI-CIYCW
MYCO vs | NS 0,05 NS
H
MYCO-CIYCW

Eficiencia del alimento

(aumento de peso

corporal/ingesta de alimento)
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Cont ' 0,69 0,57 0,60

Cont - CIYCW |0,71 0,59 0,62

MYCO 0,71 0,61 0,63

MYCO — CIYCW [0,71 0,62 0,64

SEM 0,01 0,008 0,008
| Cont vs | NS NS NS

Cont-CIYCW

Cont vs MYCO | NS 0,0027 0,004

Cont vs | NS 0,0007 0,001

MYCI-~CIYCW

MYCO vs | NS NS NS

MYCO-CIYCW

(1) los valores son medios cuadraticos minimos, m =

4 pens para aumento de peso corporal; ingesta de

alimento y eficiencia del alimento {(7-8
aves/pen/fase)
5 (2} Control
(3) Nuevo adsorbente polimérico glucomanano para la
micotoxina
(4) Dieta contaminada
(3) Antiguo adsorbente polimérico glucomanano para
10 la micotoxina; (6) P > 0,05

La alimentacidén con g¢granos contaminados incrementd

(P<0,05) los recuentos de eosindéfilos en la semana 6
(Tabla 4). Los suplementos de dietas contaminadas con
paredes de célula de levadura contaminada a la dieta de

15 cont:ol, incrementd de manera significativa los

hematocritos en comparacidén con el método no
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complementade. Hubo una reduccidén significativa en la
concentracién de glucosa y en las actividades de la vy-
glutamil transferasa en las aves alimentadas con dieta
contaminada a la semana 3 en comparacién con el control
(Tabla 5). El complemento con pared de célula de levadura
entrelazada con arcilla en las dietas contaminadas
incrementd de manera significativa las concentracicnes de
acido uUrico en comparacién con el control en las semanas
3 ¥y 6. Hubo una reduccidén significativa en la actividad
de la lactato dehidrogenasa en la semana 3 en las aves
alimentadas con dieta contaminada + paredes de célula de
levadura entrelazada con arcilla, en comparacién con el

control.

Tabla 4. Efecto de las micotoxinas dietarios de Fusarium

sobre la hematologia (1)

Dieta Semana 3 Semana 6
Hemoglobina (g/L)

Cont (2) 93,50 _ 105,88

Cont - CIYCW| 98,12 107,88
13

MYCO (4) 93,50 109,75

MYCO - CIYCW | 95,87 106, 38

SEM 2,27 1,80

Ceont wvs Cont-| NS (6) NS

+ GMA viejo

Cont vs MYCO NS NS
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Cont vs MYCI-|[NS NS
CIYCw + GMA
nuevo
MYCO wvs MYCO- | NS NS
CIYCW + GMA
viejo

Hematocrito (L/L)
Cont 0,30 @, 31
Cont + GMA | 0,32 0,31
nuevo
MYCO 0,30 0,32
MYCO + GMA | 0, 30 0,32
nuevo
MYCO + GMA | 0,31 0,31
viejo
SEM 0,005 0,007
Cont wvs Cont|0,05 NS
+ GMA nuevo
Cont vs MYCO NS NS
Cont wvs MYCI|NS NS
+ GMA nuevo

MCHC (g/L)
Cont 302,80 335,38
Cont + GMA | 300, 88 345,25
nuevo
MYCO 303,13 336,13
MYCO + GMA | 310, 88 331,63
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nuevo
MYCO + GMA | 301,00 335,63
viejo
SEM 5,44 5,52
Cont wvs Cont | NS NS
+ GMA nuevo
Cont wvs MYCO NS NS
Cont vs. MYCO | NS NS
+ GMA nuevo
Cont wvs MYCO|NS NS
+ GMA viejo
Dieta Semana 3 Semana 6

WBC {10°/L)
Cont 15,37 16,75
Cont + CIYCW 18,71 16,75
MYCO 17,96 16,07
MYCO + CIYCW 18,93 19,96
SEM 1,93 2,36
Cont wvs Cont- | NS NS
+ CIYCW
Cont wvs MYCO NS NS
Cont vs MYCI+ | NS NS
CIYCW

Heterdfilos (10°/L)
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Cont 6,20 9,37
Cont + CIYCW 8,36 9,19
MYCO 7,098 8,71
MYCO + CIYCW | 7,86 10, 36
SEM 0,93 1,26
Cont wvs Cont NS NS
+ CIYCW
Cont vs MYCO NS NS
Cont vs MYCI |NS NS
+ CIYCW

Linfocitos (10°/L)
Cont 7,37 5,54
Cont + CIYCW 8,00 5,61
MYCO 8,60 5,48
MYCO + CIYCW 8,92 8,54
SEM 1,22 1,29
Cont wvs Cont |NS NS
+ CIYCW
Cont vs MYCO NS NS
Cont wvs. MYCO|NS NS
+ CIYCW
Dieta Semana 3 Semana 6
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Monocitos (10° /L)

Cont 0,71 0,52
Cont + CIYCW) |1,36 0;65
MYCO 0,56. 0,75
MYCb + CIYCW 0,93 0,25
SEM 0,29 0,22
Cont vs Cont— | NS NS
+ CIYCW
Cont vs MYCO MS N3
Cont wvs MYCI- | NS NS
CIYCw

Eosinéfilos (10 ° /L)
Cont b,27 0,15
Cont + CIYCW 0,38 0,34
MYCO 0,34 0,38
MYCO + CIYCW |,33 0,06
SEM 0,11 0,079
Cont wvs Cont | NS NS
+ CIYCW .
Cont wvs MYCO NS 0,04
Cont wvs MYCI|NS NS

+ CIYCW

Basoéfilos (10° /L)
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Cont 0,78 0,61
Cont + CIYCW |[0,65 0,89
MYCO 0,47 0,74
MYCO + CIYCW |0,87 0,7
SEM 0,18 0,18
Cont wvs Cont |NS NS

+ CIYCW

Conf vs MYCO NS NS
Cont vs. MYCO|NS NS

+ CIYCW

{1}y los valores son medios cuadratices minimos:

cada dieta y fase n = pens y dos aves por pen.

{2) Control, (3) pared de

entrelazado con arcilla; (4)

a,05.

Tabla 5.

dieta contaminada;

célula

para

levadura

P >

Efecto de micotoxinas de Fusarium scobre la

guimica del plasma (1)

Dieta Semana 3 Semana 6
Calcic (mmol/L)

Cont 3,05 2,94

Cont + CIYCW 3,00 2,91

MYCO 3,05 3.03

MYCQ - CIYCW 3,13 3,14
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SEM 0,04 0,04
Cont vs Cont- | NS (6) NS
+ CIYCW
Cont vs MYCO NS NS
Cont wvs MYCI|NS NS
+CIYCW

Fésforo (mmol/L)
Cont 2,57 2,46
Cont + CIYCW | 2,59 2,44
MYCO 2,67 2,47
MYCO + CIYCwW | 2,64 2,64
SEM 0,08 0,06
Cont wvs Cont |NS NS
+ CIYCW
Cont vs MYCO NS NS
Cont wvs MYCI |NS 0,05
+ CIYCW

Proteina total (g/L)
Cont 29,12 31,25
Cont + CIYCW |30,12 31,12
MYCO 29,62 32,62
MYCO + CIYCW |29,75 34,25
SEM 0,52 0,68
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Cont vs Cont NS NS
+ CIYCW
Cont vs MYCO NS NS
Cont wvs MYCI |NS 0,003
+ CIYCW
Dieta Semana 3 Semana 6
Alblimina (g/L)
Cont 8,37 8,37
Cont + CIYCW |[8,72 8,62
MYCO 8,25 8,50
MYCO +- CIYCW | 8,75 8,00
SEM 0,29 0,25
Cont wvs Cont- | NS NS
+ CIYCW
Cont vs MYCO NS NS
Cont wvs MYCI |NS NS
+CIYCW
Globulina(g/L)
Cont 20,75 22,87
Cont + CIYCW 122,00 22,50
MYCO 21,37 24,12
MYCC + CIYCW 21,00 23,25
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SEM 0,55 0,57
Cont wvs Cont NS NS
+ CIYCW
Cont vs MYCO NS NS
Cont vs MYCI|NS 0,06
+ CIYCW
Relacidén: Albumina/globulina
Cont 0,40 0,36
Cont + CIYCW 0,37 0,38
MYCO 0,38 0,35
MYCO + CIYCW | 0,42 0,35
SEM 0,01 0,01
Cont vs Cont |NS NS
+ CIYCW
Cont wvs MYCO NS NS
Cont vs MY.CI NS NS
+ CIYCW
Dieta Semana 3 Semana 6
Glucosa (mmol/L)
Cont 18,35 17,82
Cont + CIYCW) | 18,13 17,45
MYCO 17,51 17,52
MYCO + CIYCW 7,63 17,23

N



SEM 0,37 0,34
Cont vs Cont- | NS NS
+ CIYCW
Cont vs MYCO NS N§
Cont wvs MYCI|NS NS
+ CIYCW

Colesterol (mmol/L)
Cont 4,12 4,17
Cont + CIYCW 3,9% 4,23
MYCO 4,10 4,04
MYCO + CIYCW 4,Q3 3,73
SEM 0,12 0,13
Cont wvs Cont | NS NS
+ CIYCW
Cont vs MYCO NS NS
Cont wvs MYCI |NS NS
+ CIYCW

bilirrubina total (mmol/L)
Cont 5,37 2,37
Cont + CIYCW 5,8i 2,37
MYCO 4,87 2,12
MYCO + CIYCW | 5,12 2,62
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SEM 0,70 0, 38

Cont wvs Cont |NS NS

+ CIYCW

Cont wvs MYCO NS N3

Cont vs. MYCO|NS ND

+ CIYCW

Dieta Semana 3 Semana 6
Amilasa (U/L)

Cont 1,75 1,75

Cont — CIYCW) | 2,00 1,50

MY CO 0,75 1,87

MYCO — CTYCW 0,87 1,00

Cont 809,63 877,38

SEM 0,33 0,18

Cont wvs Cont- | NS NS

+ CIYCW

Cont vs MYCO 0,04 NS

Cont vs | NS NS

MYCT+CTIYCW

. Aspartato aminotransferasa

(U/L)

Cont 211,38 212,63

Cont + CIYCW | 226,25 207,75

MYCO 226,75 211,63
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MYCO + CIYCW |205,00 203,75
SEM 8,15 6,42
Cont wvs Cont NS NS
+ CIYCHW
Cont vs MYCO NS NS
Cont wvs MYCI NS NS
+ CIYCW

Creatina quinasa (U/L)
Cont 1.352,63 1.047,13
Cont + CIYCW |1.308,38 907,63
MYCO 1.649,25 953,38
MYCO + CIYCW 1.147,00 1.086,63
SEM 173.46 145,41
Cont wvs Cont [NS NS
+ CIYCW
Cont vs MYCO | NS NS
Cont vs. MYCO| NS NS
+ CIYCW
Dieta Semana 3 Semana 6

Lactato dehidrogenasa (U/L)
Cont 664,88 531,00
Cont - CIYCW 661,75 543,13
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Con vs MYCO NS NS
MYCO wvs MYCO | NS NS
+ CIYCW

Lipasa (UY/L)
Cont 5,37 2,87
Cont + CIYCW |[4,37 4,56
MYCO 4,75 3,62
MYCO + CIYCW 5,87 4,25
SEM 0,94 0,72
Cont vs Cont |NS N3
+ CIYCW ’
Cont vs MYCO NS NS
Cont wvs. MYCO |NS NS
+ CIYCW

Acido Urico (U/L)
Cent 247,175 167,13
Cont + CIYCW |221,50 144,38
MYCO 292,50 279,00
MYCO + CIYCW 334,50 279,00
SEM 28,23 24,77
Cont vs Cont |NS NS
+ CIYCW
Cont vs MYCO NS5 NS
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Cont vs. MYCO|0,03 0,003
+ CIYCW
MYCO 646,63 469,25
MYCO + CIYCW | 566,13 ' 497,63
SEM 30,24 20,84
Cont vs Cont |NS NS
+ CIYCW
Cont wvs MYCO NS 0,04
Cont wvs. MYCO| 0,02 NS
+ CIYCW

Glutamato dehidrogenasa (U(L)
Cont 4,62 2,87
Cont + CIYCW 3,25 2,62
MYCO 4,25 2,37
MYCO + CIYCW 3,50 2,50
SEM 0,70 0,35
Cont wvs Cont | NS NS
+ CIYCW
Cont wvs MYCO NS NS
Cont vs. MYCO| NS NS
+ CIYCW

{1} los valores son medios cuadridticos minimos;

cada dieta y fase n = pen y dos aves por pen.
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(2) Control, (3) pared de célula de levadura
entrelazade con arcilla; (4) dieta contaminada; (6) P >

0,05

La alimentacidén con granos contaminados disminuyé de
manera significativa las actividades del lactato
deshidrogenasa en la mas semanas 6 en comparacién con el
control (Tabla 5). Los complementos de paredes de célula
de levadura entrelazada con arcilla impidieron esto. Hubo
un incremento significativo en las concentraciones de
calcic y fésforo en las aves alimentadas con dieta
contaminada y pared de célula de levadura entrelazada con
arcilla en comparacién con el contrel a la semana 6. La
misma dieta en la semana 6 también disminuyé de manera
significativa las actividades de la y~glutamil
transferasa en comparacidén con el control. Se observd un
incremento significativo en las concentraciones de
proteina total y globulina, y una disminucién en los
niveles de colesterol enlazadas alimentadas con dieta
contaminada cuando se suplementd con paredes de célula de

levadura entrelazada con arcilla.

La alimentacién de pavos con granos naturalmente
contaminados con micotoxinas de Fusarium tuvo como
resultado una respuesta hermética con respecto al aumento
de peso corporal y eficiencia del alimento. Las
micotoxinas de Fusarium transportados con el alimento
tuvieron algunos efectos sobre los parametros de 1la
sangre en comparacidn con los controles, lo que incluye
menores actividades de lactato deshidrogenasa en la
semana 6 y menores concentraciones de glucosa y una menor
actividad de gamma-glutamil transferasa en la semana 3.
La alimentacidén con pared de célula de levadura

entrelazada con arcilla impididé la totalidad de estos
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efectos. La alimentacién con pared de célula de levadura
entrelazada con arcilla tuvo como resultado incrementos
numéricos (P>0,05) en el crecimiente en comparacidn con
la alimentacidén con granos contaminados no

complementados.

Todas las publicaciones y patentes mencionadas en la
precedente memoria descriptiva se incorporan en las
presente a titulo de referencia. Diversas modificaciones
y variaciones de las composiciones y métodos descritos de
la inversidén seran evidentes a las personas con pericia
en la especialidad, sin apartarse de los alcances vy
espiritu de la invencién. Si bien se ha descrito la
invencidén en  conexidn con formas de realizacidn
especificas preferidas; debe entenderse que la invencién
reivindicada no ha de quedar indebidamente limitada a
tales formas de realizacidn especificas. De heche, varias
modificaciones de los modos descritos para implementar la
invencibén que son obvias para las personas con pericia en
los campos relevantes, estén destinadas a recaer dentro

de los alcances de la presente invencién,

98

Ir L



10

15

20

25

30

REIVINDICACIONES

1. Una célula de levadura que comprende una pared de
célula de levadura que comprende arcilla o un componente
de arcilla entrelazado en dicha pared de célula de

levadura.

2. La «célula de levadura de acuerdo con la
reivindicacidén 1, en donde dicha célula de levadura se
cultiva en un medio de cultivo celular gue comprendé

arcilla.

3. La célula de 1levadura de acuerdo con la
reivindicacién 2, en donde dicha arcilla es una arcilla

mineral o arcilla sintética que pertenece al grupo de

silicato.
4, La célula de 1levadura de acuerdo con la
reivindicacidén 3, en donde dicha arcilla estd

seleccionada del grupo que consiste en una zeolita, una
bentonita, un aluminosilicato, una montmorilonita, una

esmectita, una caolinita, una organcarcilla y mezclas de

ellos.

5. La célula de levadura de acuerdo con la
reivindicacién 4, en donde la arcilla es una arcilla de

aluminosilicato.

6. La célula de levadura de acuerdo con la
reivindicacién 2, en donde la cantidad de arcilla en el

medio de cultivo celular es de aproximadamente el 0,125%
al 4,0%.
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7. TLa célula de 1levadura de acuerdo con la
reivindicacién 6, en donde la cantidad de arcilla en el
medio de cultivo celular es de aproximadamente el 0,5% al
2,0%.

8. La c¢élula de levadura de acuerdo con la
reivindicacidn 1, en donde dicha levadura esté
seleccionada del grupo gque consiste en Saccharomyces,

Candida, Kluiveromyces, Torulaspora y sus combinaciones.

9, La célula de levadura de acuerdo con la
reivindicaciodn 8, en donde dicha levadura es

Saccharomyces cerevisiae.

10. Una composicién gue comprende una arcilla o
extracto de la pared celular de levadura enlazado con

componente de arcilla.

11. La composicién de acuerdo con la reivindicacién
10, en donde la arcilla o extracto de la pared celular de
levadura enlazado con componente de arcilla se deriva de
una célula de levadura cultivada en medio de cultivo que

comprende una arcilla.

12. La composicidén de acuerdo con la reivindicacién
10, en donde se utilizar perlas de vidrio y una batidora
de perlas para preparar dicha extracto de pared de célula

de levadura.

13. La composicién de acuerdo con la reivindicacién
10, en donde se utiliza un tratamiento enzimatico para

preparar dicha extracto de pared de célula de levadura.
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14. La composiclidén de acuerdo con la reivindicaciédn
10, en donde dicha arcilla o extracto de la pared celular
de levadura enlazado con componente de arcilla se afade a

un forraje.

15. La composicién de acuerdo con la reivindicacidn
14, en donde el alimento esta seleccicnado del grupo que
consiste en una racidén mezcla total (Total Mixed Ration,
TMR) , un forraje, un pellet, un concentrado, una
premezcla, un coproducto, grano, grano de destilacién,
melazas, fibras, pienso, pasto, heno, grano, hojas,

comida, sustancias solubles y un suplemento.

16. La composicidén de acuerdo con la reivindicacidn
10, en donde dicha arcilla o extracto de la pared celular
de levadura enlazado con componente de arcilla se afiade

al material orgéanico.

17. La composicién de acuerdo con la reivindicacidn
10, en donde dicha arcilla o extracto de la pared celular
de levadura enlazado con componente de arcilla se afiade

al agua.

18. La composicién de acuerdo con la reivindicacién
10, en donde un ligquido se filtra a través de dicha
arcilla o extracto de 1la pared celular de levadura

enlazado con componente de arcilla.

19. La composicidén de acuerdo con la reivindicacién

18, en donde dicho liquido es un jugo, agua, cerveza o

vino.
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20. La composicién de acuerdo con la reivindicacién
10, formulada para la alimentacidén de cualquier miembro

del reino animal.

21l. La composicidn de acﬁerdo con la reivindicacién
20, en donde dicho miembro esta seleccionado del grupo
que consiste en especies de aves, bovinos, porcinos,
equines, ovinos y caprinos, peces, mariscos, camélidos,

felinos, caninos y roedores.

22. La composicidén de acuerdo con la reivindicacidn
10, en donde dicha arcillia o extracto de la pared celular
de levadura enlazado con componente de arcilla secuestra

a una o varias micotoxinas.

23. La composicién de acuerdo con la reivindicacién
22, en donde dicha micotoxina esta seleccionada del grupo
que consiste en Aflatoxinas, Zearalenona, Trichotecenes,

Fumonisinas y Ochratoxinas.

24. La composicidén de acuerdo con la reivindicacién
22, en donde dicha micotoxina estd seleccionada del grupo
que consiste en acetoxiscirpenodiol,
acetildesoxinivalenol, apetilnivalenol,
acetilneosolaniol, toxina de acetiloc T-2, extendida a
todas las aflatoxinas, aflatoxina Bl, B2, Gl y G2,
aflatrem, acido altenuico, alternariol, austdiol,
austamida, austocistina, avenaceina +1, beauvericina +2,
bentenolida, brevianamida, butenclida, calonectrina,
chaetoglobosina, citrinina, citreoviridina, cocliodinol,
citocalasina E, acido ciclopiazénico,
desacetilcalonectrina, desactilneosclaniol, diacetato de

desoxinivalenol, monoacetato de desoxinivalenocl,
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diacetoxiscirpenol, destruxin B, enniatinas, extendidas a
todas las ergot toxinas y endofitos, fructigenina +1,
fumagilina, fumonisinas, fumonisins Bl vy B2 y B3,
Fusarenona-X, Fusarocromanona, 4acido fusarico, fusarina,
glictoxina, toxina HT-2, ipomeanina, islanditoxina,
lateritina +1, licomarasmina +1, malformina, maltorizina,
moniliformina, monoacetoxiscirpencl, neoso;aniol,
nivalenol, toxina NT-1, toxina NT-2, extendida a todas
las ocratoxinas, oosporeina, 4&cido oxalico, patulina,
acido penicilico, penitrem, roridina E, rubratoxina,

rubroskirina, rubrosulfina, rugulosina, sambucinina +1,

satratoxinas, F,G,H, scirpentriol, slaframina,
stericoncentrated modified ieast cell wall
extracttocistin, toxina T-1, toxina T-2,

triacetoxiscirpendiol extendido a todos los tricotecenos,
tricodermina, tricotecina, tricoverrinas, tricoverroles,
triptoquivaleno, verrucarina, verruculégeno,
viopurpurina, wviomelleina, viriditoxina, =antocilina,

iavanicina+l y zearalenocles y zearalenona.

25. Un alimento animal que comprende una arcilla o
extracto de la pared celular de levadura enlazado con
componente de arcilla, en donde dicha arcilla o extracto
de la pared celular de levadura enlazado con componente

de arcilla estd presente en una cantidad efectiva para

secuestrar micotoxinas.

26. El alimento animal de acuerdo con la
reivindicacidén 25, en donde dicha arcilla o extracto de
la pared celular de levadura enlazado con componente de
arcilla esta presente en una cantidad de aproximadamente

el 0,0125% a aproximadamente el 10% en peso del alimento.
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27. El alimento animal de acuerdo con la
reivindicacidén 25, en donde dicha arcilla o extracto de
la pared celular de levadu;a enlazado con componente de
arcilla estd presente en una cantidad de aproximadémente

el 0,0125% a aproximadamente el 4,0% en peso del

alimentao.

28. Un método para reducir la biodisponibilidad de
micotoxinas en un animal ¢ humano, que comprende:
a) proveer
i.) una composicidn que comprende una arcilla o
extracto de 1la pared celular de levadura
enlazado con componente de arcilla; y
ii) un material consumido por un animal o©
humano;
b) incorporar dicha arcilla o extracto de la pared
celular de levadura enlazado c¢on componente de
arcilla en dicho material para producir una arcilla
o material incorporado en el extracto de la pared
celular de levadura enlazado con componente de
arcilla; vy
c) permitir que dicho animal o ser humano consuma
dicha arcilla o material incorporadc en el extracto
de la pared -celular de levadura enlazado con

componente de arcilla.

29. El método de acuerdo con la reivindicacién 28,

en donde dicho material es un alimento.
30. El método de acuerdo con la reivindicacién 29,

en donde aproximadamente el 0,0125% a aproximadamente el

0,4% de dicha composicidén que comprende una arcilla o
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extracto de la pared celular de levadura enlazado con

componente de arcilla se aflade en peso a dicho alimento.

31. El método de acuerde con la reivindicacién 28,

en donde dicho material es relleno.

32. El método de acuerdo con la reivindicacidén 31,
en donde aproximadamente el 0,0125% a aproximadamente el
99,0% de dicha composicién'que comprende una arcilla o
extracto de la pared celular de levadura enlazado con

componente de arcilla se afiade en peso a dicho relleno.

33. El métedo de acuerdo con la reivindicacidn 28,

en donde dicho material es un liquido.

34. ElL método de acuerdo con la reivindicacién 33,
en donde aproximadamente el 0,0125% a aproximadamente el
99,0% de dicha composicién que comprende una arcilla o
extracteo de la pared celular de levadura enlazado c¢on

componente de arcilla se afiade en peso a dicho liguido.

35, El método de acuerdo con la reivindicacién 28,
en donde dicho animal estd selecclionado del grupo que
consiste en especies de aves, bovinos, poréinos, equinos,
ovinos y caprinos, peces, mariscos, camélidos, felinos,

caninos y roedores.

36. El método de acuerdo con la reivindicacidén 28,
en donde dicha composicién que comprende una arcilla o
extracto de la pared celular de levadura enlazado con

componente de arcilla secuestra uno o varios tipos de

micotoxinas.
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37. E1 método de acuerdo con la reivindicacidn 36,
en donde dichas micotoxinas estan seleccionadas del grupo
que consiste en Aflatoxinas, Zearalenona, Trichotecenos,

Fumonisinas, Ochratoxinas y sus combinaciones.

38. E1 método de acuerdo con la reivindicacidén 28,
que también comprende incorporar un agente adicional en
dicha arcilla o material incorporado en el extracto de la
pared celular de levadura enlazado con componente de
arcilla, en donde dicho agente estd seleccicnado del
grupo que consiste en una esterasa, epoxidasa, llevadura

y cepa bacteriana.

39. Un método de produccién de una cantidad en
escala comercial de arcilla o extracto de la pared
celular de levadura enlazado con componente de arcilla
que comprende;

a) proveer:

i) cultivo inicial de levadura; y

ii) medio de cultivo de células de levadura,
en donde dicho medio de cultivo de células de
levadura comprende los nutrientes requeridos
para el crecimiento de levadura y una arcilla o
componente de arcilla;

b) introducir dicho cultiveo inicial de levadura en

dicho medio de culfivo de células de levadura;

c) incubar dicha levadura en un fermentador de

escala industrial en condiciones configuradas para

permitir el crecimiento de levadura, en donde dicha
levadura incorpora dicha arcilla o componente de
arcilla en la pared celular de la levadura durante

el crecimiento;
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d) adicién de un agente antiespumante a dicho
fermentador;
e) lisar la arcilla o ©paredes <celulares de

levadura entrelazadas con el componente de arcilla;
y .

£) separar dichas paredes celulares de levadura
entrelazadas con el componente de arcilla de los

demas componentes de levadura.

40. El método de acuerdo con la reivindicacién 39,
en donde dicha levadura estd seleccionada del grupo que
consiste en Saccharomyces, Candida, Kluiveromyces,

Torulaspora y sus combinaciones.

41. El método de acuerdo con la reivindicacién 39,
en donde dicha arcilla es una arcilla mineral o arcilla

sintética que pertenece al grupo de silicato.

42. E1 método de acuerdo con la reivindicacién 40,
en donde dicha arcilla esta seleccionada del grupo gue
consiste en una zeolita, una bentonita, un
aluminosilicato, una montmorilonita, una esmectita, una

caolinita, una organoarcilla y mezclas de ellos.

43. El método de acuerdo con la reivindicacién 42,

en donde la arcilla es una arcilla de aluminosilicato.

44, E]1 método de acuerdo con la reivindicacién 39,
en donde la cantidad de arcilla en el medio de cultivo

celular es de aproximadamente el 0,125% al 4,0%.
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45, E1 método de acuerdo con la reivindicacién 44,
en donde la cantidad de arcilla en el medioc de cultivo

celular es de aproximadamente el 0,5% al 2,0%.

46. El método de acuerdo con la reivindicacién 39,
en donde dicho fermentador en escala industrial esté

entre mil y cinco millones de litros.

47. El método de acuerdo con la reivindicaciédn 39,
en donde dicho agente antiespumante se afiade para aliviar

efectos de dicha arcilla sobre el proceso de incubacién.

48. El método de acuerdo con la reivindicacién 39,
en donde dicho agente antiespumante estd seleccionado del
grupo gque consiste en un antiespumante molecular no
siliconado, antiespumante a base de aceite, antiespumante
en polvo, antiespumante en base acuosa, antiespumante a
base de silicona, antiespumante a base de
polietilenglicol, antiespumante a base de

polipropilenglicol y poliacrilatos de alquilo.

49. El método de acuerdo con la reivindicacién 39,
en donde dicho agente antiespumante comprende un

antiespumante molecular no siliconado.
50. El método de acuerdo con la reivindicacién 39,

en donde dicho 1lisado comprende perlas de vidrio, un

homogeneizador y/o tratamiento enzimitico.
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RESUMEN

La presente invencién se refiere a composiciones que
comprenden células de levadura y/o componentes de células
de levadura y métodos para producirlos y utilizarlos. En
particular, la invencién provee nueva levadura que
comprende una estructura de pared celular alterada ({(por
ejemplo, arcilla y/o componentes de arcilla integrados
(por ejemplo, entrelazados) en las paredes celulares y/o
paredes celulares que comprenden una relacién alterada de
glucano:manano), sus métodos de produccién, composiciones
que comprenden y/o estan derivadas de ellos y métodos de
uso de ellos (por ejemplo, para secuestrar y/o adsorber
bacterias y toxinas). Las composiciones y métodos de la
invencidén se usan en una variedad de aplicaciones que
incluyen fuentes dietarias (por ejemplo, mezcla con
productos alimenticios u otro tipo de alimentacién a
animales), terapéuticos, profilacticos (por ejemplo,
mezcla con fuentes de relleno y/u otros materiales que se
ponen en contacto con animales, uso durante el
procesamiento de alimentos y bebestibles y fabricacién y
usc durante la filtracién de 1liquidos), asi como

aplicaciones de busqueda.
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FIGURA 3
Muestra Glucano % Manano (%) Rela- | Proteina Remanen=- Adsorcién
cidn (%) te {%} ZEARALONONA
G/M (%)
PCL sola 45,52 + 0,54 41,29 + 0,62 1,01 12,38 0,81 6,91 £ 2,19
PCL + 0,5% | 42,68 + 0,49 35,70 £ 0,20 1,20 14,34 7,28 45,64 + 5,30
PLC + 1,0% | 42,69 %+ 0,39 31,67 £ 0,37 1,35 15,83 92,81 73,55 £ 2,98
PCL + 2,0% | 368,24 % 0,28 26,34 £ 0,17 1,45 19,98 15,53 79,33 + 2,24
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FIGURA

Mueatra Glucano % Manano (%} Rela- Adsorcidn Adsorcldn Contenide de
cidn ZEARRLONONA [ AFLATOXINA cenizas (%)
G/M (%) Bl (%}

PCL sola 32,457 £ 0,19 25,92 t 0,28 1,25 69,34 £ 0,58 2,6% + 0,55 2,76

PLC + 1,0% 39,93 £ 0,26 22,29 & 0,23 1,79 80,33 % 0,28 40,73 £ 3,30 .58

PCL + 2,0% 36,14 £ 0,20 20,97 £ 0,12 | 1,72 85,89 t 1,02 § 53,70 = 1,97 | 10,33
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FIGURAS
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La céluvia de levadura
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FIGURA 6
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Exp/lote N.°

08-036

09-002

Id. del material

0,5% de esmectita

0,5% de esmectita

CIYCW secada por CIYCW secada por
pulverizacidn pulverizacién
% de ceniza 21,59 20,26%
% de C 37,82 37,43
$ de H 5,3 5,1745
% de N 3,75 5,15
% de proteina 23,46 32,14
Recuento total de| 9,35 x 107
la placa (cfu/q)
1,79 (5 h) 0,14 (0 h)
4,07 (9 h) 0,60 (3 h)
% de alcohel 4,72 (11 h) 1,64 (6 h)
- 2,90 (9 h)
- 4,82
% de glucosa 27,5 28,2
% de manosa 19,14 16,1
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FIGURA 7
Levadura Arcilla (1%, Hidrélisis Adsorcién (%)
esmectitai enzimatica AFBI ZEA
ADY (PCL - + 6,9 £ 4,5 39,3 % 2,4
sola)
ADY (N.° + + B5,3 £ 5,3 57,9+ 1,1
08-036)
(N.° 09- 99,8 £ 0,02 55,1 + 1,1
002)
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FIGURA 8
Levadura Arcilla (1%, Hidrélisis Adsorcidén (%)
esmectita) enzimitica AFBI ZEA
ADY + +

75,4 + 13,2 69,2 £ 1,2
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FIGURA 9
Levadura Arcilla (0, 5%, Hidrélisis Adsorcidén (%)
esmectita) enzimética AFBI 2Ea
Levapan + + 93,8 + 6,9 56,7 + 0,7
Levapan - - 6,7 £ 2,7 40,3 + 0,7
DCL + + 89,3 + 4,5 51,3 £+ 1,6
DCL - - 4,7 * 5,4 48,6 + 1,4
ADY + + 91,6 ¢ 5,0 68,7 £ 0,4
ADY - + 6,1 ¢ 2,8 58,7 £ 0,9
ADY - - 5,8 + 3,7 39,5+ 0,9
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SUPERINTENDENCIA - 0. 11'098739 00000 00

8cha: 2011.08.04 14 . -0000
Tra. 11 paT 8:02: Dep. 20
PATENTE DE INVENCION [ | MODELOL  Act 411 pREEs“éLET'X'c';;ON Bve: %78 %iglsmg%ﬁfﬁ
—— Olios: 192

Indicacion que se solicita una patente.
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcién de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

ENRNN

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa [:l Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT .'ﬂ)DELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

/

E Indicacion que se solicita una PCT
Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)
Dibujos de ser estos pertinentes
Comprobante de pagp.de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)
Completa Incompleta I:I

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

D Indicacién que se solicita Disefo industrial

I:l Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

L—_—| Representacidn grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el

disefio
|:| Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa |:’ Incompleta D

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

Indicacidn que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del sclicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacidn grafica de un esquema de trazado

NN

Comprobante de pago de las tasas establacidas

Completa D Incompleta |:|
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Bogota D.C., =

2020

Doctor(a)

CORREA ORDONEZ ALVARO
Apoderado{a) y/o Representante de
ALLTECH, INC.

REFERENCIA Radicacion No. 11 098739
Solicitud internacional PCT/US2010/021076
Fecha inicio fase nacional 14/08/2011

Tramite 11
Evento 378
Actuacion 430

Oficio No. }E 1 5 08 9

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de tndustria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene et poder debidamente otorgado, con el lleno de los requisitos exigidos por los articulos
63 y subsiguientes del Codigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera presentar el documento gue
acredita la existencia y representacion Jegal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido per el articulo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Coédigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesidén de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en & numeral
5.2.15 de! Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el artlcule 39 de la Decisién 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y
perdera su prelacion.

Continua en la pagina siguiente...
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. Conginuacion radicado No: 11 098739
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001,

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C)

F
El anterior requerimiento fue netificado por fijacion en lista de fecha ? 3 SE T 20",
adpal
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