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& (57) Abrégé: La présente invention s¢ capporte au domaine des facteurs d'appétence pour 'alimeatation animale. Plus précisément,
' 1a présents invention concermne un {acteur d'appétence pour Valimentation animale, obtenu par fermentation a I'eide d'une levure et
O qui comprend aw moins, en 'absence de constituants protéiques d'origine animale : - humidité (H) : de 80 & 96% en poids environ ;
. fraction protéique (FP) : de 1.5 & 10,0% en poids environ ; - matigres grasses (MG) : jusqu 10% en poids environ ; - sucres (8)
de 0,20 3 2,0% en poids environ ; - cendres (C) : de 0,3 3 8,0% &n poids environ.
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FACTEUR D’APPETENCE FERMENTE ET DEPOURVU DE
PROTEINES ANIMALES POUR ANIMAUX

La présente invention se rapporte au domaine des facteurs

d’appétence pour l'alimentation animale.

Plus - précisément, la présente invention concerne un. facteur
d’appétence pour !'a(imentation animale, obtenu par fermentation & laide
dune levure et qui comprend au moins, en l'absence de constituants
protéiques d'origine animale |
- humidité (H) : de 80 4 96% en poids environ ;

- fraction protéique (FP) : de 1,5 4 10,0% en poids environ ;
- matiéres grasses (MG) : jusqu'a 10% en poids environ ;
- sucres (S) : de 0,20 a 2,0% en poids environ ;
- cendres (C) : de 0,3 a 8,0% en poids environ.,

On recherche, @ travers I'alimentation donnée aux animaux,
notamment aux animaux de compagnie, a favoriser et préserver leur sante,
leur bien-étre et leur équilibre. Toutefois, méme les aliments les plus
bénéfiques d'un point de vue nutritionnel sont sans intérét si I'animal les
rejetté ou refuse de les manger, ou encore si ies rations prises par {'animal
restent faibles parce que la nourriture n'est pas sufﬁsamr_pent a son godt.

Aussi, afin de faciliter la prise de nourriture par les animaux, et plus
particuliérement par les animaux domestiques tels que les chiens et les
chats qui se révélent bien souvent difficiles, on a trés t6t cherche a
améliorer lappétence des aliments, tout en préservant leurs qualités

nutritionnelles.

Typiquement, la viande et le poisson représentent les principales
sources de protéines dans la plupart des aliments pour animaux. En effet, la
nature et la quantité des acides aminés apportés par les dérivés animaux
{viande, os, poisson) conférent aux aliments les qualités nutritionnelles
attendues. En outre, ces derivés ont pour effet d'augmenter I'appétence des
aliments qui les contiennent.
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Toutefois, la présence de constituants d'origine animale dans les
aliments augmente de maniére considérable leur co(t de revient. '

C’est pourquoi, les recherches se sont trés vite orientées vers la mise
au point d'aliments et ingrédients alimentaires nutritionnellement équitibrés,

aussi appétissants QUe les aliments et fﬁgrédients traditionnels & base de

- matiére animale (par exemple, & base de foie), mais de préparation moins

colteuse. En effet, l'industrie de I'alimentation animale a trés vite mesuré
lintérét de trouver des sources de protéines stables, nutritionnellement

satisfaisantes et, surtout, économiques, afin de les substituer a la viande ou

au poisson lors de la préparation d'aliments et ingrédients alimentaires pour

animaux.

_Dans ce contexte, le brevet américain US 4 039 687 (au nom de
Weyn) propose de substituer tout ou partie des protéines animales
brésentes dans les aliments par des protéines synthétiques obtenues par
fermentation de microorganismes, e.g., de bactéries cu de levures. Les
a’|iménts ainsi obtenus présentent des propriétés d’appétence satisfaisantes
et peuvent étre fabriqués & moindre colt par rapport a des aliments a base
de protéines naturelles d'origine animale ou Végéta!e. En pratique, on
incorpore ‘aux aliments, en tant que source de protéines, la biomasse
obtenue aprés fermentation des microorganismes sur des hydrocarbures.

Le brevet US 4 800 093 (au nom de Hogan et al.) décrit un produit
alimentaire pour animaux & taux d’humidité élevé, dans lequel une
proportion de fa matiére premiére carnée est remplacée par la biomasse
obtenue apres fermentation de champignons filamenteux sur des substrats
bon marché tels que le petit-lait de soja.

| La demande de brevet britannique GB 2 385767 (au nom de
Norferm DA) s'est intéressée aux cultures de bactéries méthanotrophes
comme facteurs d'appétence. La biomasse utilisée est obtenue par
fermentation d'uné bactérie du type Methylococcus capsulatus sur des

hydrocarbures ou du gaz naturel.

&
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Ainsi, d'apres I'état de la technique, il est possible de substituer aux
protéines animales, sans préjudice pour I'appétence et les qualités
nutritionnelles des aliments préparés, des protéines synthétisées par des
microorganismes, que fon ajoute aux aliments sous la forme d'une
biomasse abtenue aprés fermentation.

Toutefois, I'ajout dans {'alimentation animale d'une biomasse comme
facteur d'appétence n'est pas sans inconvénients, notamment parce qu'un
tel ingrédient impose nécessairement que soient mises en ceuvre (i) une
etape d'inactivation efficace de la biomasse, afin de prévenir toute

modification intempestive des propriétés organoleptiques de I'aliment

auquel il sera ajouté (due, par exemple, 4 une fermentation ou & une
croissance indésirable des microorganismes); et (i} une étape de
séparation afin d'éliminer le milieu de fermentation. De plus, un tel
ingrédient a bien souvent tendance & modifier Faspect {e.g., la couleur) des
aliments obtenus.

il existe donc un besoin pour des facteurs d'appétence pour animaux,

‘qui soient & la fois: (i) équilibrés quant aux apports nutritionnels et

caloriques ; (ii) au moins aussi efficaces que les facteurs conventionnels &
base de déﬁvés animaux ; (iii) faciles a préparer, a partir de matiéres
premiéres aisément accessibles et économiques ; (iv) stables dans le
temp—Js: et (v) aussi neutres que possible au niveau de leurs propriétés
physiques (couleur, viscosité, etc...), afin d'une part, de ne pas modifier
l'aspect ef la texture des aliments auxquels ils sont ajoutés et, d'autre part,

de ne pas poser de difficultés d'utilisation particuliéres (par exemple, en cas

de pulvérisation sur les aliments).

Dans le cadre de la présente invention, la Demanderesse propose un
facteur d’appétence pour animaux qui permet de cofnbler, de maniére aussi
saﬁsfaisadte que surprenante, le besoin existant dans le domaine. Comme
l'illustrent la description détaillée et les exemples ci-dessous, (1) le facteur
d'appétence selon linvention est nutritionnellement équilibré ; (2) #l s'agit

d'un produit végétarien et hypoaliergénique ; (3) il est plus efficace que les

>
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facteurs d'appétence traditionnels & base de proteines d'origine animale ;
(4) il est obtenu aisément par fermentation de microorganismes, de
préférence de levures ; (5) de maniére surprenante, on utilise le milieu de
fermentation'lui-méme en tant que facteur d’appétence, ce qui permet de
s'affranchir d'une des étapes requises pour prod-uire les facteurs

- d'appétence de |'état de la technique .a base de biomasse car, sefon

linvention, soit Ton utilise le milieu de fermentation seul — il suffit alors
d'éliminer la biomasse et I'étape d'inactivation devient inutile -, soit I'on

utilise le milieu de fermentation en présence de la biomasse — il convient

alors simplement d'inactiver efficacement la biomasse ; (6) ses propriétés ‘

physiques sont globalement neutres : c'est un liquide aqueux, de couleur
claire, qui se fond facilement dans une masse ; (7)’il est facile & utiliser,
notamment par application, pulvérisation, incorporation, impregnation.

Au sens de linvention, un « facteur d'éppétence » {ou, de maniere
équivalente, un « agent' d'appétence », un facteur « appétent» ou
« appétissant ») pour animaux est un facteur dont les propriétés
organoleptiques (parfum, goQt, aspect, texture, etc.) sont telles qu'un animal
va éprouver le désir de i’absorbér. Dans e cadre de la présente invention,
un facteur d’appétence est le plus souvent un ingredient alimentaire (ou
additif) que l'on ajoutera & Falimentation animale. Mais, par extension, ce
peut. également étre un aliment, voire une boisson, contenant un tel
ingredient. ‘

Ainsi, un premier aspect de la présente invention concerne un facteur

d'appétence fermenté destiné a étre ajouté a lalimentation animale,

caractérisé en ce qu'il comprend le milieu de fermentation obtenu aprés

culture d'au moins une levure, ledit milieu de fermentation contenant au
moins : . '

- humidité (H) : de 80 a 96% en poids environ ;

- fraction protéiqué (FP) : de 1,5 & 10,0% en poids environ ;

- matiéres grasses (MG) : jusqu'a 10% en poids.environ ;

- sucres (S) : de 0,20 a 2,0% en poids eaviron ; et

%
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- cendres (C) : de 0,3 a 8,0% en poids environ,

ol ladite fraction protéique FP est dépourvue de constituants d’origirie
animale. '

Par exemple, des facteurs d'appétence particuliers comprendront au
moins, en 'absence de constituants protéiques d'origine animale :

-~ humidité (H) : de 85 a 96 % en poids environ ;
. - fraction protéique (FP) : de 1,5 a 10,0% en poids environ ;

- matiéres grasses (MG) : jusqu'a 1% en poids environ ;

- sucres (S) : de 0,20 a 2,0% en poids environ ; et

- cendres (C) : de 0,3 a 8,0% en poids environ ;

ou | '

- humidité (H) : de 90 & 86 % en poids environ ;

- fraction protéique (FP) : de 2,5 & 10,0% en poids environ ;
- matiéres grasses (MG) : jusqu'a 5% en poids environ ;

- sucres (S) : de 0,30 & 0,75% en poids environ ; et

- cendres (C) : de 0,5 a 0,7% en poids environ ,

ou encore

- humidité (H) : de 90 a 96 % en poids environ ;

- fraction protéique (FP) : de 2,5 a 10,0% en poids environ ;
- matiéres grasses (MG) : jusqu'a 1% en poids environ ;

- sucres (S) : de 0,30 4 0,75% en poids environ ; et

- cendres (C) : de 0,5 2 0,7% en poids environ.

Le terme «cendres» désigne ici la matiére minérale apres
calcination du produit.

Par « matiéres grasses », on entend ici n'importe quel type de
matiéres grasses adapté a l'alimentation animale et susceptible d'étre
métabolisé (c'est-a-dire, susceptible d'étre consorhmé ou produit) par le
microorganisme responsable de la fermentation & Forigine du facteur
d'appétence. |l péut s'agir de matiéres grasses d'origine animale ou
végétale ou d'une combinaison de celles-ci. L'homme du métier saura

quel(s) type(s) de matieres grasses utiliser en fonction de ses

A
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connaissances geénérales et des applications du facteur d'appétence
envisagées. ‘ | |

Les « constituants de la fraction protéique FP » peuvent étre des

p'roté'tnes des peptides, des acides aminés, et des combinaisons de ceux-

. Les termes « protéines » et « peptides » pourront parfois étre utilisés
indifféremment dans ce qui sull, étant entendu que Jhomme du métier est
capable de déterminer le sens exact 3 donner a Iun ou tautre de ces
termes d'aprés le contexte et a la lumigre de ses connaissances generales.
En outre, les expressicms « constituants protéiques » et « constituants de la
fraction protéique FP » sont ici équwalentes

Selon un mode de réalisation, la fraction protéique FP comprend au

moins 90% en.poids environ d'un ou plusieurs acides aminés choisis pareni

I'alanine, la thréonine, 1a lysine et les acides aminés soufrés. En particulier,
la fraction protéique FP comprend au moins 95%, de préférence au moins
98%, de préférence encore au moins 99% en poids erjviron du ou desdits
acides amings.

De préférénce ce ou ces acides aminés sont choisis parmi les

.acndes aminés soufrés, tels que la méthionine st ia cystérne On préférera

utiliser la méthionine.

Selon un autre mode de réalisation, un facteur d'appétence conforme
a l}rwentuon présente un pH allant de 1,6 a 3,5 environ, étant entendu qu'un
pH allant de 2,6 a 3,2 environ est préféré,

Un facteur d'appétence selon Finvention est « fermenté », c'est-a-dire
qu'il est ablenu par fermentation 4 Paide d’au moins un microarganisme, qui
est, dans le cadre de l'invention, une levure. De préférence, la levure est
choisie pami Yarrowia sp.. Saccharomyces sp., Candida sp.

Kluyvéromyces sp., Pichia sp., Debaryomyces sp., Zygosaccharomyces sp.

De préférence encore, la levure est choisie parmi Yarrowia lipolytica,
Saccharomyces cerevisige, Candida versalitis, Kluyveromyces lactis,

Kluyveromyces fragilis, Pichia pastoris, Debaryomyces harsenii,
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Zygosaccharomyces rouxii. De maniére préférée entre toutes, on utilise ia
levure Yarrowia lipofytica. ‘

Comme indiqué ci-dessus, un facteur d'appétence conforme 4
Imventlon comprend e msheu de fermentatlon obtenu aprés cullure de
tadite levure. Eventuellement, le milieu de fermentation est utmsé comme

- agentd’ appetence apres avoir été debarrassé de la blomasse

Selon encore un autre maode de réalisation, le facteur d'appétence se’

présente sous une forme liquide préte a Femploi. Alternativement, il peut

servir de produit intermédiaire dans la préparation d’'un facteur d'appétence

fermenté concentré. Dans ce cas, le facteur d’ appetence concentré a taux .

d'humidité réduit, peut se présenfer sous une forme IIQUIdE ou sSous une
forme déshydratée. Par « concentre », on entend désigner un facteur
d'appétence qui est obtenu ‘par concentration d'un facteur d'appétence
présentant les tepeurs en H, FP, MG, S et C décrites supra. II est bien
évideni que le facteur d’'appétence concentrs présente, du fait méme de la
concentration, des teneurs en FP, MG, S et C supéricures a celles

- spécifiées ci-dessus, tout en ayant un taux d’humidité plus faible.

Selon un mode de réalisation, an applique un facteur d'appétence de
Finvention a I'alimentation animale. Alternativement, le facteur d'appétence
est incorporé dans 'alimentation animale. De maniére genérale, on parte ici

d’ « ajout » ou d' « utilisation » d'un facteur d'appétence. Par « ajouter » ou

'« utiliser » un facteur d’appétence, on englobe la notion d' « appliquer le

facleur a », c'est-a-dire I'ajouter en 5urface par exemple par pulvensahon

ou enrobage, et la notlon d' «incorporer le facteur dans », cest—é-cflre

Tajouter dans la masse, par exemple par imprégnation au mélange.

Par « alimentation animale », on désigne ici un ou plusieurs aliments
pour animaux. il pewt ls‘“ag'sr de matiéres solidés {e.g.. croquetles), liquides
{e.g., bouillons, boissons), ou >de produits intermédiaires pius ou moins
humides (e.g.-, Asoupes', bouillies, boulettes, patés, etc.). En fonction du
contexte, it pourra également s'agir d'une ration alimentaire ou d'un repas,
faisant alors référence a I'ensemble des aliments (sans les différencier) pris

\
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au cours d'un repas, voire sur une période de temps telle qu'une journée,
ou plus. _ ' .

Les termes « pour animaux » ou « animal, -, -aux, -ales » doivent
étre pris dans leur sens le plus large, comme visant des animaux de lous

les types. De preéférence, les facteurs d'appétence selon l'invention, ou

. l'alimentation animale a taquelle iis sont ajoutés, sont destinés aux animaux

de compagnie tels qhe les chiens et les chats, avec une préférence toute
particuliére pour les chiens. Toutefois, l'objet de Finvention S'adresse 2
n'importe quel animal susceptible d’étre domestiqué ou apprivoisé ou élevs,
par.exemple, des oiseaux, des lapins, des rongeurs, des poissons, eic. |l
peut également s'agir d'animaux d'élevage tels qué les coc_hons, jes

volailles, le bétall, les poissons, les crustacés, etc.

Selon un autre mode de réalisation, on utilise un facteur d'appétence __

conforme a la présente invention en association avec un ou plusieurs autres
facteurs d’appétence tels que des facteurs d'appétence d'origine animale
etiou végétale. | | '

Selon encore un autre mode de réalisation, on utilise le facteur
d'appétence objet de I'lnvention & raison de 1 & 10% en poids environ, de
préférence & raison de 2 4 4 % en poids environ.

Un deuxiéme aspecl de la présente invention vise un facteur
d‘ap-pétence fermenté concentré susceptible d'stre obtenu par concentration
et/ou déshydratation d’au moins un facteur d’appétence tel que décrit supra.

Selon un troisidme aspect, la présente invention conceme ‘une

composition de facteurs d’appétence destinée a étre ajoﬁtée a 'alimentation

_animale, comprenant au moins un facteur d'appétence comme mentionné

ci-dessus. Une telle composition peut ne comprendre que des facteurs

d’appétence selon la présente invention, ou bien comprendre également un

ou plusieurs facteurs d'appétence d'origine animale et/ou végétale.

Dans un guatriéme aspect, la presente invention a traut a un procedé
de préparation d'un facteur d'appetence conforme & !a descrption gui
précéde, ledit procédé comprenant au moins les &tapes suivantes :

o
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a} préculture d'au moins une levure telle que décrite ci-dessus dans un
milieu de croissance standard, 4 une température allant de 22°C a 32°C
environ, pendant 6 a 25 heures environ ;

b} ensemencement d'un milleu de fermentation contenant un ou plusieurs

" acides amings, & I'aide de ladite préculture & un taux d'au meins 1.10°
© eellules/ml enwron |

- ¢} culture. du milieu de fermEntatlon ensemencé pendant 12 & ?2 heures

enwron aune temperature allant de 20°C & 32°C environ ;
d) arret de Ia fermentation ; et

&) récupération du milies de fermerjtation final, utile comme facteur

d'appetence. _

.Selon des modes de  réalisation particuliers, -dont il est
é\}entuellement possible de combiner une ou plusieurs caractéristiques :
- I'étape de préculture a) est réalisée a une température de 30°C environ ;
- P'étape de préculture a) est maintenue pendant 8 a 16 ﬁ_eures environ ;
- 'i'étape de culture ¢) est maintenue pendant 12 & 60 heures environ, ou
pendant 12 4 65 heures environ, ou eﬁcore pendant 20 & 72 heures
er{vimn, ou bien encore pendant 30 50 heures environ ;
- 'étape de culture c) est réalisée & une température aliant de 28°C a 30°C
environ, ' o '

En particulier, 1a préculture sera mamtenue Jusqu a la fin de la phase

,exponent:elle de croissance de la levure.

De maniére avantageuse. le milieu de croissance standard utilisé
pour la préculture comprend des extralts de levure, de malt et des SUCFeSs
tels que le glucose Il peut comprendre en outre de fa peptone etlou des
olrgoéléments. Par exemple, ce milieu peut &tre un milieu Yeast Malt (YM)
connu de Fhomme du métier. | o | _ ‘

- Selon un mode de réaiisatioﬂ, ie milieu de fermentation utilisé a
I‘étape b} comprend environ 2 4 10% en poids, de préférence environ 3 a
5% en poids, d'un ou piusieurs acides aminés. Ces acides aminés sont, de

maniére préférée, des acides aminés aptes a étre méiabolisés par la levure.

e
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Alternativement, parmi les acides aminés présents dans le milieu de
fermentation, il peut y avoir des acides aminés aptes a étre métabolisés par
la levure et des acides aminés non meétabolisés, apportés en tant qué
suppléements. Le cas échéant, ces acides aminés supplémentaires peuvent
avoir un effet positif sur l’éppétence du facteur obtenu, par exemple en

- améliorant ses propriétés organoleptiques. Les proportions des différents

acides aminés peuvent varier, avec une préférence pour une
prépondérance d'acides aminés aptes a étre métabolisés. Ceux-ci sont

notamment choisis parmi l'alanine, la thréonine, la lysine et les acides

aminés soufrés. De préférence, ce ou ces acides aminés sont choisis parmi .

les acides aminés soufrés, tels que la méthionine et la cystéine. On
preférera utiliser la methionine. '

Selon un autre mode de realisation, le milieu de fermentation utilisé a
I'étape b) comprend en outre jusqu'a 10% en poids environ, de preférence
entre 5 et 10% en poids environ, de matiéres grasses. '

- Selon encore un autre mode de réalisation, le milieu de fermentation
utilisé & I'étape b) comprend en outre des extraits de levure et de mall.
~ Selon des modes dé réalisation préférés, 'ensemencement du milieu
de fermentation & 'aide de la préculture (étape b) est effectué a un taux au
moins égal &, par ordre craissant de préférence, 5.10%, 1.10%, 4.10%, 6.10°

cellules/ml environ, . c'est-a-dire de maniére a atteindre une population .

cellulaire en début de culture d’au moins 5.10°, 1.10%, 4.10°, 6.10°
cellules/ml environ dans le milieu de fermentation.

Se!on un mode de réalisation, le pH du milieu de fermentation est
ajusté au début de I'étape ¢} & une valeur allant de 4,5 & 6,5 environ, de
préférence de 5.4 a 5,8 environ.

Selon encore un autre mode de réalisation, la préculture de I'étape a)
est réalisée dans des conditions d'aération allant de 0,5 & 1,5 vwm environ ;

et/ou la culture de I'étape c) est réalisée dans des conditions d'aération

- allant de 0,02 & 0,40 vvm environ.

(A
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Selon encore un autre mode de réalisation, la préculture de I'étape a)
et/ou ladite culture de I'étape c) est(sont) maintenue(s) sods agitation.

Selon le procédeé objet de l'invention, le facteur d'appétence étant
constitué par le milieu de fermentation final, on pourra choisir de se

débarrasser de la biomasse ; ou de garder le milieu de fermentation final

- comprenant la biomasse, que l'on veillera alors a inactiver. Ainsi, avant

I'étape e), le milieu de fermentation peut étre débarrassé de la biomasse, de
préférence par une technique de séparation choisie palrmi la filtration, la
décantation, la centrifugation. Alternativement, les étapes d) a e), y compris
I'étape d'élimination de fa biomasse, pourront étre réalisees simuitanement,
de préférence par filtration stérilisante. Ou bien, si la biomasse n'est pas
éliminée, l'étape d) pourra par exemple étre réalisée par inactivation
thermique des levures. '

Un cinquiéme aspect de la presente invention concerne un procédé
d'amélioration de I'appétence de (alimentation animale, qui comprend
Pajout & l'alimentation animale d'au moins un facteur d'appétence ou d'au
moins une composition comme deécrit plus haut.

En particulier, le facteur d'appétence ou la composition est ajouté(e)

a l'alimentation animale seul(e) ou en combinaison avec un ou plusieurs

‘autres facteurs d'appétence, tels que des facteurs d’'appétence d'origine

animale et/ou végétale.

De préférence, on utilise le facteur d'appéetence ou la composition
objet de I'invention & raison de 1 & 10% en poids environ, de préférence a
raison de 2 a 4 % en poids environ.

Selon un sixiéme aspect, la présente invention vise l'utilisation d'au
moins une levure pour préparer un facteur .d'appétence comme
susmentionné. De préférence, la levure est choisie parmi Yarrowia sp.,
Saccharomyces sp., Candida sp., Kluyveromyces sp., Pichia Sp.,
Debaryomyces sp., Zygosaccharomyces sp. De préférence encore, la
levure est choisie parmi Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae,

Candida versalitis, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Pichia
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pastoris, Debaryomyces harsenii, Zygosaccharomyces rouxii. De maniére
préférée entre toutes, on utilise ia levure Yarrowia Iipolyﬁcé.

Selon un septiéme aspect, l'invention a pour objet l'utilisation d'un
facteur d'appétence ou d’une compaosition conforme & linvention, pour
améliorer 'appétence de I'alimentation animale. '

La présente invention divulgue également un aliment pour énimaux
comprenant au moins un facteur d’appétence ou au moins une composition
comme décrit supra. En particulier, le facteur d'appétence ou fa composition
est appliqué(e) a et/ou incorporé(e) audit aliment, de préférence & raison de
1 & 10% en poids environ, de préférence encore a raison de 2 8 4 % en
poids environ. '

Les figures suivantes sont destinées a illustrer sans limiter {a
présente invention : |

- figure 1: schéma d'un exemple de procédé général de préparation
d’un facteur d’appétence selon l'invention ;
- figure 2: schéma d'un exemple de procédé de préparation d'un

facteur d'appétence selon linvention, en laboratoire (exemples 1 &

4). :

- figure 3: schéma d'un exemple de procédé de préparation d'un
facteur d'appétence selon [invention, applicable & ['échelie
industrielie (exemple 5) ;

- figure 4 : schéma d'un exemple de procédé de concentration d’'un
facteur d'appétence selon l'invention (exemple 7) ;

- figure 5: résultats d'un test d'appétence d'un facteur selon Vinvention
incorporé -dans des aliments pour crevette (exemple 11). A:
répartition des paniers dans le bassin; B: résultats du test
d’appétence. |
Les .exemples ci-dessous, donnés a titre purement indicatif, sont

destinés a illustrer des modes de réalisation et avantages de la présente

invention.

\b
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EXEMPLES

{- Exemples de facteurs d'appétence préparés a léchelle du

laboratoire

Un procédé général de préparation est schématisé suria Fig.2.

I-1- Exemple 1: utilisation de la levure Yarrowia lipolytica et
fermentation en présence de méthionine

T

La premiére étape était la préculture de Yarrowia lipolytica en edenmeyers - -

contenant 100 mi de milieu stéerile de composition suivante : 0,25 gr d'extrait

de malt (Muntons-UK), 0,2 gr d'extrait de levure (Biospringer — France), et -

1,5 gr de glucose (Merck — Allemagne), asp 100ml en eau déminéralisée.
'inoculation a été_ effectuée sous hc_:tte stérile a partir de cryotubes de 1,8

ml, conservés a -80°C . et issus de cultures sur milieu standard YM

‘additionné de 50% de glycérol teneur 30%. La population théorique des

cryotubes’ était de 6,5.107 cellules/ml. Le pH a é&té¢ ajusté en début de
cultufe a 5,6 avec de l'acide chlorhydrique (Merck), les erlens placés sur
table d’'agitation Novotron (INFORS, Bottmingen, Suisse) a 30°C et a 140
tr/rniu. L.a préculture a été arrétéé aprés 16h d'incubation. En paralléle, on a
préparé I'étape de fermentation principale. Pour cela, un fermenteur a cuve
de verre 5L (Prélude- GUERIN SA- France) contenant 28 gr d'extrait de
malt (Muntons- UK), 12 gr d’extrait de levure Biospringer — France), 3,4 gr
d'H3PO4 75% (Brenntag- Frénce), 150 gr de Methionine (Adisseo - France),

5 ml d’antimousse (Struktol SB2020) et qsp 5 L d'eau‘ déminéralisée, a été.

autoclavé & 121°C-15 min. En sorttie d'autoclave, le fermenteur a été éduipé
d'un condenseur de sortie de gaz avec circuit d'eau glycolée a 2°C, et le
milieu ramené & 30°C. L'aération a été fixée 3 0,1 Ilmin'gréce au débimeétre
massique sur I’élimentation du sparger de fond de cuve. L'agitation était de
500 tr/min,‘et la régulation de température fixée a 30°C. Le fermenteur a été

inoculé stérilement avec la préculture (250 ml) de sorte que le population en
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début de fermentation était d’au moins 1.10° cellules/ml. La fermentation a
été conduite pendant 48h. Le fermenteur a été fermé hermétiquemen'f avant
d'étre placé dans l'autoclave pour une inactivation & 110°C-10 min. Aprés
réfrdisissement, fe milieu de fermentation a été sorti du fermenteur. 30 gr de
5 sorbate de potassium 50% (Nutrinova — Allemagne) puis 47'gr d'acide
phosphorique 2 75% y ont eté ajoutes sous agitation. La composition finale
du produit était la suivante : Humidité : 94,3%, Protéines (Nx6.25) Kjeldhal :
3.5%, MG par hydrblyse‘: <1,0%, Sucres solubles Totaux: 0,62%,

Cendres: 1,64%, le pH était de 2,9.
.l, }

[-2- Exemple 2. autre exemple d'utilisation de la levure Yarrowia
. lipolytica et de fermeéntation en présence de méthionine

Cet exemple a été réalisé dans les mémes 'co'ndit_ions que celles de
15 I'exemplé I-1, seule la composition du milieu pour la fermentation principale
était différente. Celui-ci contenait 22 gr vd'extrait de malt (Muntons- UK), 15
gr d’extrait de levure (Biospringer — France), 3,1 gr d'HaPOy4 75% (Brenntag-
Ffarice). 150 gr de Methionine (Adisseo -~ France), 5 ml d'antimousse
(Struktol SB2020), 180 gr de matiére grasse laitiére anhydre (Beuralia-
20 France) et gsp 4 L d'eau démineralisée. - . ‘
La composition finale du produit était la suivante : humidité : 90,3%,
protéineé (Nx6,25) :3,4%, MG par hydrolyse :4,5%, sucres solubles
totaux :0,7%, cendres :1,7. Le pH était de 2.9.

25 . 1-3- Exemple 3 : utilisation de la levure Saccharomyces cerevisiae

et fermentation en présence de méthionine

Cet exemple a été réalisé dans les mémes conditions que celles de
fexemple 1, avec une précuiture différente car la levure utilisée était
30 Saccharomyces cerevisige. Le milieu était constitué de 0,3 gr d'extrait de
malt (Muntons-UK), 0,3 gr d'extrait de levure (Biospringer — France), 0,5 gr
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de peptone de viande (Merck Allemagne} et 12,5 gr de glucose (Merck ~
Allemagne). La préculture, dont le pH a été ajusté a 5,6; a été maintenue
13h a 30°C — 140 tr/min. La fermentation principale a été réalisée dans les
mémes conditions que dans 'exemple 1. La composition du produit fini était
Humidité : 94,9%, Protéines (Nx6.25) Kjetdhal : 3,8%, MG par hydrolyse :

- <1,0%, Sucres solubles Totaux : 0,45%, Cendres : 1,3%, le pH était de 3.

I-4- Exemple 4 : utilisation de la levure Zygosaccharomyces rouxii
et fermentation en présence de cystéine '

La levure Zygosaccharomyces rouxii a été cultivée sur milieu de préculture
constitué de 0,3 gr d'extrait de malt (Muntons-UK), 0,3 gr.d'extrait de levure
(Biospringer — France), 0,5 gr de peptone de viande (Merck Allemagne) et
15 gr de glucose (Merck — Allemagne). La précu‘lture. dont le pH a été
ajusté a 5,6, a éte maintenue 21h a 30°C — 140 tr/min. La fermentation
principale a été realisée dans les mémes conditions que dans I'exemple 1,
mais la composition du milieu de fermentation était la suivante : 35 gr
d'éxtrait de malt (Muntons- UK), 18 gr d'extrait de levure (Biospringer —
France), 156 gr de NaOH 2M (Merck- Allemagne), 413 gr de Cysteine

| Monohydratée HCH (AMC-UK), 5 mi d'antimousse (Struktol SB2020) et gsp

5 L d'eau déminéralisée. La composition du produit fini était : Humidité :
88.2%, Protéines (Nx6.25) Kjeldhal: 7,1%, MG par hydrolyse : <1,0%,
Sucres solubles Totaux : 0,83%, Cendres : 4.3%, le pH était de 2,9.

- Exemple 5 : facteur d’'appétence préparé a |'ééhelle industrielle en

utilisant la levure Yarrowia lipolytica, par fermentation en présence de

méthionine

Le schéma de la Fig-3 illustre un exemple de procédé de préparation
applicable a I'échelle industrielle.

&
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La premiére étape était identique a celle de 'exemple 1. 15 ml de la
préculture ont éteé prélevés stérilement et ont servi d'i_noéulum & un milieu
stérile contenu dans un fermenteur de SL (Prélude- GUERIN SA- France)
contenant 15 gr d'extrait de malt (Muntons- UK), 15 gr d'extrait de levure
(Biospringer — France), 50 gr de dextrose monohydraté (Tate & Lyle -

- Belgique) , 12 gr d'H3PO4 75% (Brenntag- France, 5 mi d'antimousse

(Struktol SBZOZO) et gsp 5 L d’eau déminéralisée. La température était de
30°C, l'aération a été fixée a 5 Umin, et l'agitation & 700 rpm. La
fermentation a été conduite pendant 12h. Pendant ce temps, un fermenteur
de capacite 60L (Fenﬁenteur Semi-Automatique Pierre Guerin Biolafitte
Type « S » 60/100L) a été équipé. Il contenait 300 gr d'extrait de malt, 180
gr d'extrait de levure, 152 gr d'acide phosphorique 75%, 2,4 kgs de
methionine, 80 gr d'antimousse Struktol et gsp d'eau déminéralisée pour un
volume total de 60L. Le milieu a été stérilisé & 121°C pendant 20 minutes.
Aprés refroisissement a 30°c, le pH a été ajusté a 5,7, et on a établi une

‘pression de ciel de 0,5 bars, une aération de 24 L /min. Le condenseur de

sortie d’air a 6té mis en route & la consigne 2°C. L'inoculation a été faite
stérilement avec 3 litres d'inoculum directement issus du fermenteur de 5L a
l'aide d'une pompe péristaltique (4L/h). Aprés 5 h de fermentation, I"agration
a été abaissee a6 L /min. La fermentation a été maintenue ainsi jusqu'a un
temps total de 48h. Ll'inactivation a été faite & 110°C —~ 10 min dans le
fermenteur. Une fois la température ramenée en dessous de 40°C, 360 gr
de sorbate de Potassium a 50% et 542 gr d'acide Phosphorique 75% y ont
été ajoutés. Le milieu de fermentation a été sorti du fermenteur et stocké en
bidons de 25 kgs & température ambiante. La compdsition du produit était
semblable a celle de I'exemple 1.

ltl- Exemples de traitements particuliers

l1-1- Exemple 6 : jllustration d'un procédé dans lequel on élimine /a

biomasse apres fermentation

9
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Le produit issu de 'exemple 1 a été traité de maniére a le rendre exempt de
micrporganismes et & obtenir un produit parfaitement clair, translucide. Pour
ce faire, un systéme de filtration fourni par PALL- France, support acétate

de cellulose type K80, a eté mis en ceuvre en sortie de fermenteur 100L. La

" surface du filtre était de 0,2 m2 Le débit était de 300L /h/m2. La rétention

sur le filtre était de 0,2% en matiére séche. L'essai a donné lieu a un produit
limpide, de composition suivante : Humidité: 95.8%. Protéines (Nx6.25)
Kieldhal : 3,05%, MG par hydrolyse : <1,0%, Sucres sol. Totéux: 0,41% et
Cendres: 0,75%. ' -

- M-2 Exemple 7 : préparation d’'un facteur d'appétence concentré
fiquide

On a réalisé un produit -appétent a plus forte matiére séche pour des
commodités de stockage. 36 kgs du produit issu de I'exemple 1 ont été mis
en ceuvre dans un procédé de concentration sous-vide schématisé sur la
Fig-4. Le concentrateur était un concentrateur AURIOL, de capacite 50L,

capacité utile 20L (alimentation en continu). La température de ia double

enveloppe a éte fixée 2 40°C, pour une température de produit de 35°C. Un
réseau d_'éau refroidie & 10°C assurait la condensation de I'eau é_va'poréé.
Le vide a été fixé au maximum (35 mbars). L’alimentation en produit a été
effectuée manuellement, & une moyenne de 50L/h. La concentration a été
arrétée de manigre & obtenir un produit concentré mais encore fluide. 4,5
kgs de produit ont été obtenus, de matiére séche égale a 27,5%. Le pH était
de 3,3.

Ii1-3- Exemple 8 préparation d'un facteur d’appétence concentre
déshydraté |

>\
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A partir du produit issu de f'exemple 1, une poudre a été réalisée sur
matériel de marque AIfa-Léval type S18 et de capacite 20 a 40 kgs' d'eau
évap_bréelh. 15 kgs de facteur d’appétence liquide ont été mixés a l'aide
d'un ultraturax T50 pendant 5 minutes avec 6,4 kgs de levure de biére
(Lorenzetti- Brésil). Le séchage d'une durée de 47 min, température entrée

- 165°C, terhpérature sortie poudre 90°C, a abouti & I'obtention de 4,4 kgs de

poudre, avec une humidité de 6%.
IV- Tests d’appétence d'un exemple de facteur selon l'invention

IvV-1- Exemple 9: exemple d’'un facteur appliqué par pulvérisation
sur des aliments pour chien ‘

L'application du facteur d'appétence issu de Fexemple 1 a été faite sous
forme de pulvérisation du liquide, par « batch », a I'aide d’'un enrobeur
Forberg type RVC 120.

25 kgs de croquettes standard pour chien ont été placées a 25°C dans le
Forberg. 1,662 kgs de graisse de saindoux chauffée a 60°C ont été
pulvérisés par buse sur les croquettes pendan{ 50 secondes. Le mélange a

été effectué pehdant 1 minute. Puis 1,108 kgs de facteur d'appétence »

chauffé & 30°C ont été pulvérisés par buse, pendant 60 secondes. Le
mélange a été maintenu encore 1 minute. Les croquettes enrobées ont été
vidangées et conditionnées en sac pour étre acheminées vers la structure
de test. Une codification a été effectuée lors de la réalisation des batchs
enrobage, et apparaissait sur le sac. Le produit A a été_enrobé avec le
facteur d'appétence issu de l'exemple 1. Le produit B était le témcin
{enrobage avec un facteur d'appétence base carnée, issu de la gamme
super-premium de la société SPF- France). Les conditions d'enrobage
concemant le témoin étaient identiques 3 celles décrites pour {'obtention du
produit A.

s
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L'appétence de l'aliment ainsi obtenu a été mesurée ‘au sein de la structure
PANELIS - France, en panel expert, et selon une méthode de test versus. 2
repas ont été repartis sur la journée en panel de 36 chiens. 2 aliments ont
été présentés & chaque animai simultanément, chaque aliment, noté A ou

B, permettant de recouvrir les besoins alimentaires de chaque animal, et

leur position étant inversée (droite ou gauche) d'un repas sur l'autre pour
éviter un choix par latéralisation. On a relevé le 1% aliment vers lequel
I'animal se dirigeait (1* choix) et la consommation finale de chaque aliment.
Les résullats sont exprimés en % relatif de éonsommation de Aou B, Les
résultats ont &té traités statistiquement (Test Chi? pour le 1% choix et test de
student pour le ratio de consommatibn). Seuls les chiens « valides » ayant
consommeé normalement ont été compta'bilisés. Les résultats récapitulés
dans le tableau 1 montrent que les aliments enrobés avec le facteur

d'appétence issu de I'exemple 1 sont préférés au témoin par les chiens.

Tableau 1
1*" choix Ratio - | Ratio |
Test Test Chi® consammation Test student
A (%relatif) Seuil 5%
'Repas 1 I
" _ Produit A 17,06 *** 84
 Témoin — Produit B 16
Repas 2
Produit A 11,65 *** 78
~ Témoin —ProduitB | .22

(***) : Trés haute Significativité (p<0.01)

IV-2- Exemple 10: exemple d'un facteur' d'appétence incorp.oré

dans des aliments pour chien et chat

L'utilisation du facteur d’appétence issu de 'exemple 1 a été faite « en
inclusion » dans une base standard pour aliment chien ou une base
standard pour aliment chat au cours de I'extrusion & hauteur de 10% du
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poids total de la base alimentaire. L'extrusion a été réalisée & l'aide d'un
extrudeur bivis corotatif Evolum 53 CLEXTRAL {France). |

L'aliment A-CT était 'aliment chat contenant 10% du facteur d'appétence. i
était enrobé par de la graisse de volaille chauffée a 45°C a hauteur de 6%
dans le Forberg type RVC 120, & 25°C. L'aliment A-CN était 'aliment chien

~ contenant 10% du facteur d'appétence. |l était enrobé par de la graisse de

saindoux chauffée a 60°C & hauteur de 6% dans le Forberg type RVC 120,
a 25°C. Les aliments T-CT et T-CN étaient les aliments secs témoins sans
inclusion de facteur d'appétence chat et chien respectiyement, mais
enrobés avec de la graisse‘comme spécifié ci-dessus. Une méme guantité
de ces aliments a été utilisée lors d'une deuxiéme série, mais cette fois-ci
avec un enrobage extérieur d’'un facteur d’appétence Super-Premium SPF a
base de protéines animales, a 30°C, dans le Forberg type RVC 120, a
25°C, dans des conditions équivalentes a celles de I'exemple 9. Les lots de
cette deuxieme série ont été étiquetés Aliment A-CT-E, Aliment A-CN-E,
Aliment T-CT-E et Aliment T-CN-E.

L'appétence des aliments ainsi obtenus a é€té mesurée au sein de la
structure PANELIS — France, en panet expert, et selon une méthode de tesi
versus. 2 repas ont été répartis sur la journée en panel de 36 chiens, ou
sur 2 jours en panels de 40 chats. Les tests ont été réalisés et analysés
dahé Iés mémes conditions que celies décrites dans I'exemple 9. Les
résultats récapitulés dans le tableau 2 montrent que les aliments qui
contiennent le facteur d'appétence issu de I'exemple 1 sont préférés aux
témoins par les chiens et les chats.

Tableau 2

o Ratio Ratio -
- 1% choix
Panel Test - consommation Test student
Tast Chi? ) s
: (% relatif) Seuil 5%

CHATTERIE |Repas 1

Série 1 AimentACT | nd 59 :

Aliment T-CT 41

Repas 2

&l
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Tableau 2 (suite)
Papel Test 1% choix cons:::rl:aﬁon Tes? :::J:eﬁt i
: | Test Chi® '
(% relatif) Seuil 5%
Aliment A-CT nd 57 . o
— Aliment T-CT 43
— CHATTERIE . [Repas 1 T
Série 2 Aliment A-CT-E nd 68 i
Aliment TCT -E 31
Repas 2 ) T
Aliment A-CT-E nd 61 .
Aliment T-CT -E 33 o
CHENIL  |Repas1 o
| Sériel Aliment A-CN 16,20 *** 91 b -
*‘ Aliment T-CN 9 ]
Repas 2 )
Aliment A-CN 9,14 ** 84
. Aiiment T-CN 16
CHENIL.  |Repas 1 N
Série2. Aliment A-CN-E | 545°* 75 -
Aliment T-CN-E 25
B Repas 2 B
Aliment ACN-E 480" 70 .
- Aliment T-CN-E 30

(***) - Trés haute Significativité (p<0.01)

{*") : Haute Significativité (p<0.05}
{*) : Significativité (p<0.1)
{} : Non significatif
IV-3- Exemple 11: exemple d'un facteur d’appétence incorpore

dans des aliments pour crevette

Le fadteur d'appétence issu de I'exemple 1 a été incorporé en inclusion a
10  hauteur de 3% dans un aliment de type commercial de formule suivante :
farine de poissons 40%, blé entier 25%, remoulage de blé 15%, tourteaux
de soja 9.5%, farine de crevettes 6%, huile de poissons 2%, lécithine de
soja 1%, mélange vitaminique 1% et melange minéral 0.5%. L'aliment

obtenu (aliment A) par pressage sur presse Hobart (Allemagne) a éte

BrS
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comparé a un aliment de formule identique mais sans facteur d'appétence
(aliment B=controle).
Les essais se sont dérouiés sur I'espéce crevette P. vanamei en ferme

d'élevage (Brésil) dans un bassin de 1000m?. Le poids moyen des crevettes

était de 8g et la densité était de 20 animaux/m® Les crevettes ont été

nourries a l'aide de 4 paniers disposés a des points précis dans le bassin.
Chaque panier était séparé en deux parties sur lesquelles les aliments A et
B prennaient place. La figure 5A illustre la répartition des paniers dans le
bassin. Chaque aliment a été disposé dans les paniers & hauteur de 4% de
la biomasse par jour et ce, en deux distributions réparties sur la journée.
Les aliments étaient disposés sur les paniers en debut de matinee et
d'aprés-midi, et les paniers étaient relevés en fin de matinée et d'apres-midi
pour quantification de I'aliment non ingéré par les crevettes. Les opérations
ont été renouvelées tous les jours pendant 15 jours.

Le paramétre suivant a été calculé pour chaque jour d'essai : [(Aliment A
ingéré — Aliment B ingéré)/Aliment B ingéré]*100. Les résultats sont
présentés sur {a fig. 58.

A la fin des 15 jours d'essai, la consommation de V'aliment A contenant le
facteur d'appétence a été 23% plus élevée que celle de l'aliment B sans
facteur d'éppéténce. L'aliment A contenant le facteur d'appéténce a éte
significativement préféré a I'aliment B (P<0.05).

V- Exemple 12 : composition de facteurs d’appétence

Un facteur d'appétence a été préparé en mélangeant le produit issu de
'exemple 1 avec un facteur d'appétence Super Premium a baée de
protéines aﬁimales. Les proportions des mélanges sont récapitulées dan; le
tableau 3. Les mé&langes ont été réalisés a l'aide d'un mélangeur disperseur
Ultraturax T50. ' '

o
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Tableau 3 .
| Mélange n° Proportion de facteur Proportion Facteur
| d'appétence exemple 1 d’appétence a base de
(%) _ protéines animales (%)
1 10 %0
2 20 , 80
3 33 . 66
4 S0 | 50

10

15

20

Des aliments pour chiens ont ét¢ réalises par sprayage des melanges sur

base croquettes en Forberg type RVC 120. 24,955 kgs de croquettes

standard pour chien ont été placées & 25°C dans le Forberg. 1,654 kgs de
graisse de saindoux chauffée & 60°C ont été puivériéés'par buse sur les
croquettes pendant 50 secondes. Le mélange a été effectué pendant 1
minute. Puis 831 grammes de facteur d’appétence chauffé a 30°C ont été
pulvérisés par buse, pendant 60 secondes. Le mélange a été maintenu
encore 1 minute. Les croquettes enrobées ont eté vidangees et
conditionnées en sac pour étre acheminées vers la structure de test. Le

témoin était l'aliment enrobé avec le facteur d'appetence base carnée seul

“ayant servi au mélange, issu de la gamme super-premium de la société

SPF (France) et dans les mémes conditions.

L'appétence des aliments ainsi obtenus a été mesurée au sein de la
structure PANELIS — France, dans les conditions décrites dans I'exemple 9.
Les résultats récapitulés dans le tableau 4 montrent que les facteurs
d'appétence constitués des mélanges rendent les aliments sur lesquels ifs

sont pulvérisés plus appétents que les témoains.

1Y
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Tableau 4
Ratio consommation
Test {%erelatif) Test student
- Seuil 5% |
Repas 1
Aliment Mélange 1 60 e
) Témoin 40
Repas 2 N
Aliment ﬁelange 1 58
Témain 41
Repas 1 o
Aliment Mélange 2 68 *
Témain 32
Repas 2
Aliment Mélange 2 72 hid
Témoin 41
Repas 1
Aliment Mélange 3 75 b
Témain 25
Repas 2 o
Aliment Mélange 3 70
Temoin 30 -
Repas 1
Aliment Mélange 4 76 e
Témain 24
Repas 2 )
Aliment Mélange 4 75 =
Témoin 25

5

(***} : Trés haute Significativite {p<0.01)
(**) : Haute Significativité (p<0.05)

(") : Significativité (p<0.1)
(} : Non significatif
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REVENDICATIONS

1. - Facteur d’appétence fermenté destiné & étre ajouté a I'alimentation
animale, caractérisé en ce qu'il comprend le milieu de fermentation obtenu

~ aprés culture d'au moins une levure, ledit milieu de fermentation contenant

au moins :

- humidité (H) : de 80 a 96% en poids environ ;

- fraction protéique (FP) . de 1,5 é 10,0% en poids environ ;

- matiéres grasses (MG) : jusqu’a 10% en poids environ ;

- sucres (S) : de 0,20 a 2,0% en poids environ ; et

- cendres (C) : de 0,3 &4 8,0% en poids environ,

ot ladite fraction protéique (FP) est dépourvue de constituants d'origine
animale. |

2. Facteur d'appétence selon la revendication 1, caractérisé en ce que
lesdits constituants de ladite fraction protéique (FP) sont choisis parmi des
protéines, des peptides, des acides aminés, et leurs combinaisons.

3. Facteur d’appétence selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce
que Tadite fraction protéique (FP) comprend au moins 90% en poids environ
d'un ou plusieurs acides aminés choisis parmi 'alanine, la thréonine, la
lysine, les acides aminés soufrés, et sont de préférence choisis parmi les

acides amineés soufrés.

4. Facteur d'appétence selon {a revendication 3, caractérise en ce que
ladite fraction protéique {FP)-comprend au moins 95%. de préférence au
mains 98%, de préférerice encore au moins 99% en poids environ du ou

desdits acides aminés.

o
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5. Facteur d'appétence selon la revendication 3 ou 4, caractérisé en ce
que lesdits acides aminés soufrés sont choisis parmi la méthionine et la
cystéine, et sont de préférence des méthionines.

6. Facteur d'appétence selon l'une quelconque des revendications 1 a

5, céractén'sé en ce qu'il présente un pH allant de 1,6 a 3,5 environ, de
préférence un pH allant de 2,6 a 3,2 environ.

7. Facteur d'appétence selon l'une quelconque des revendications 1 a

6, caractérisé en ce que ladite levure est choisie parmi Yarrowia sp.,

Saccharomyces sp., Candida sp., Kluyveromyces sp., Pichia sp.,
Debaryomyces sp., Zygosaccharomyces sp. ;

8. Facteur d'appétence‘selon la revendication 7, caracterisé en ce que
ladite levure est -choisie parmi Yamowia flipolytica, Saccharomyces
cerevisiae, Candida versalitis, Kluyveromyces lactis, K!vaeromyces fragilis,
Pichia pastoris, Debaryomyces harsenii, Zygosaccharomyces rouxii.

. 9. Facteur d'appétence selon la revendication B, caracterisé en ce que

ladite levure est Yarrowia lipolytica.
10. Facteur d'appétence selon l'une quelconque des revendications 1 a
9, caractérisé en ce qu'il se presente sous une forme liquide préte a

'emploi.

11.  Facteur d'appétence selon l'une quelconque des revendications 1 a

10, en tant que produit intermédiaire dans la -préparation d'un facteur

d'appétence fermenté concentré.

/bO
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12.  Facteur d’appétence selon l'une quelconque des revendications 1 a
11, caractérisé en ce qu'il est appliqué & etou incorporé dans ladite
alimentation animale.

~13.  Facteur d'appétence selon la revendication 12, caractérisé en ce qu'il

est utilisé en association avec un ou plusieurs autres facteurs d'appétence
tels que des facteurs d'appétence d'origine animale et/ou végétale.

14. Facteur d’appétence selon la revendication 12 ou 13, caractérisé en
ce qu'il est utilisé a raison de 1 4 10% en poids environ, de préférence a

raison de 2 a 4 % en poids environ.

15.  Facteur d'appétence selon Fune quelconque des revendications 1 &
14, caractérisé en ce que ladite alimentation animale est destinée aux
animaux de compagnie.

16. Facteur d'appétence fermenté concentré susceptible d’'étre obtenu
par cqncentrétibn et/ou déshydratation d'au moins un facteur d'appétence
selon 'une quelconque des revendications 1 & 15.

17. Composition de facteurs d'appétence destinée a étre ajoutée 2
I'alimentation animale, caractérisée en ce qu'elle comprend au moins un

facteur d'appétence selon l'une quelconque des revendications 1 & 16.

18. Procédé de préparation d'un facteur d'appétence selon ['une

" quelconque des revendications 1 a 16, comprenant au moins les étapes

suivantes : ,
a) préculture d'au moins une levure en milieu de croissance standard, a une
température allant de 22°C & 32°C environ, pendant 6 a 25 heures environ ;

ol
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b) ensemencement d'un milieu de fermentation contenant un ou plusieurs
acides aminés, a l'aide de ladite préculture 2 un taux d'au moins 1.10°
cellules/ml environ ;

¢) culture du milieu de fermentation ensemencé pendant 12 & 72 heures

_environ, & une température allant de 20°C a 32°C environ ;

d) arrét de la fermentation ; et

e) récupération du milieu de fermentation final utie comme facteur

d'appétence.

19. Procédé selon la revendication 18, caractérisé en ce que le milieu de

fermentation utilisé a l'étape b) comprend environ 2 '4 10% en poids, de
préférence-environ 3 4 5% en poids, d'un ou plusieurs acides aminés.

20. Procédé selon la revendication 18 cu 19, caractérisé en ce que le ou
lesdits acides amings sont choisis parmi l'alanine, la thréonine, la lysine, les
acides aminés soufrés, et sont de préférence choisis parmi les acides

aminés soufrés.

21. Procédé selon 'une quelconque des revendications 18 & 20,
caractérisé en ce que I'étape d) est réalisée par inactivation thermique des

levures.

22. Procédé selon l'une quelconque des ‘revendications 18 a 21,
caractérisé en ce que, avant l'étape e), ledit milieu de fermentation est
débarrassé de la biomasse. |

23. Procédé selon la revendication 22, caractérisé en ce que les étapes
d) 4 e) sont réalisées simultanement, de préférence par filtration stérilisante.

24. Procédé d'amélioration de l'appétence de l'alimentation animale,

comprenant Vajout d'au moins un facteur d'appétence selon [lune
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quelconque des: revendications 1 a 16, ou d'au moins une composition
selon la revendication 17, a ladite alimentation animale.

25. Utilisation d'au moins une levure pour préparer un facteur

~ d'appétence selon 'une quelconque des revendications 1 3 16.

26.  Utilisation selon Iz revendication 25, caractérisée en ce que ladite
levure est Yarrowia lipolytica.

33
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FACTOR DE APETENCIA FERMENTADO Y DESPROVISTO DE PROTEINAS
ANIMALES PARA ANIMALES

DESCRIPCION

La presente invencion se relaciona con el campo de los factores de apetenma para Ia
alimentacion animal.

Mas precisamente, la presente invencién se refiere a un factor de apetancia

para la alimentacién animal, obtenide mediante fermentacién con la ayuda de una
levadura y gue comprende aI mencs, en ausencia de- consmuyentes protelcos de
origen anim al ' _ -

- humedad (H); de 80 a 96% en peso aproximadamente;

- fraccion proteica (FP): de 1.5 a 10,0% en peso aproximadamente;
- materias grasas (MG); hasta 10% en pesc aproximadamente;

- ‘azGcares (A): de 0.20 a 2.0% en peso aproximadamente;

- cenizas (C): de 0.3 a 8.0% en peso aproximadamente.

A través de la aimentacion dada a los animales, especialmente a las mascotas,
se busca favorecer y cuidar su salud, su bienestar y su equilibric. Sin embargo, incluso
los alimentos mas beneficiosos desde un punto de vista nutricional no resultan
interesantes si el animal los rechaza o se niega a comerios, o también si las porciones
tomadas por el animal son pequefias porque el alimento no es totalmente de su gusto.

" Por lo tanto, para facilitar la toma de alimentos por. los animales, y mas
especialmente por las mascotas tales camo los penras y los gatos que frecuentemente

resullan exigentes, desde siempre se ha intentado mejorar la apetencia de los

alimentos, conservando al mismo tiempo sus calidades nutricionales.

Tipicamente, la carne y el pescadec.representan las principales fuentes de
proteinas en la mayoria de los alimentos para animales. En efecto, la naturaleza y la
cantidad de los amincdcidos aportados. por los derivados animales {came, hueso,
pescado) confieren a los alimentos las calidades nuiricionales esperadas. Ademas,
estos derivados tienen por efecto aumentar Ia apetencia de los alimentos que los

.conhenen

Sin embargo, la presencia de canstituyentes de origen animal en los alimentos
aumenta de manera considerable su precio de coste.

Por eso, rapidamente las bisquedas se han orientado hacia la realizacion de
alimentos e ingredientes alimenticios nutriciocnalmente equilibrados, tan apetitosos
como les alimenios e ingredientes tradicionales a base de materia animal (por ejemplo,
a base de higado), pero cuya preparacion es menos costosa. En efecto, rapidamente
la industria de la alimentacion animal se ha esforzado per encontrar unas fuentes de
proteinas estables, nutricionalm ente satisfactorias y, sobre todo econémicas con el fin

o0
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de reemplazarlas por la carne o el pescado durante la preparacion de afimentos e
ingredientes alimenticios para animales.

En este cohtexto. la patente estadounidense US n°® 4.039.687 (a nombre de

Weyn) propone sustituir la totalidad: o parte de las preteinas animales presentes en las
alimentos por unas proteinas sintéticas’ obtenidas mediante fermentacion de
microorganismos, por ejemplo, bacterias o levadufas. Los alimentos asi obtenidos
presentan unas propiedades de apetencia satisfactorias y se pueden fabricar a menor
coste con relacion a unos alimentos a base de proteinas naturales de origen animal o
vegetal. En la practica, se incorpora a los alimentos, comeo fuente de proteinas, la

biomasa obtenida después de la fermentacidn de los mlcroorganlsmos sobre unos

hidrocarburos .

La patente US n® 4 800.093 (a nombre de Hogan et al.) describe un producto
alimenticio” para animales con un porcentaje de humedad elevado, en el que una
proporcién de la materia prima a base de came se sustituye por la biomasa obtenida

después de la fermentacién de hongos filamentosos sobre unos sustratos econdmicos '

tales como el suero de leche de soja.

La solimtud de patente britanica GB 2.285.767 {a nom bre de Norferm DA) se ha
interesado en los cultivos de bacterias metanctréficas como factores de apetencia. La
biomasa usada se obliegne mediante fermentacidn de una bacteria de tipo
Methylococcus capsulatus sobre unos hidrocarburos ¢ un gas natural.

Asi, segun el estado de la técnica, es posible reemplazar las proteinas

“animales, sin perjuicio para la apetencia y las calidades nutricionales de los alimentos

preparados, por proteinas sintetizadas por unos microorganismos, que se afiaden a
los alimentos en forma de una biomasa obtenida después de la fermentacion.

Sin embarga, la adicién en la alimentacion animal de una biomasa como factar
de apetencia conlleva ciertos inconvenientes, especialmente porque dicho ingredients
impone necesariamente que se realicen (i) una etapa de desactivacion eficaz de la

biomasa, con el fin de prevenir cualquier m odificacion intempestiva de las propiedades -

organolépticas del alimento al cual serda anadido (debido, por ejemplo, a una
fermentacion o a un crecimiento no deseado de los microorganismos ); y (i} una etapa
de separacidn con el fin de eliminar el medio de fermentacién. Ademas, dicho
ingrediente t|ende frecuentemente a modificar el aspecto (por ejemplo el color) de los
allmentos obtenidos.

Por lo tanto, se requiere de uncs factores de apetencia para animales, gue
sean al mismo tiempo: (i) equilibrados en cuanto a los aportes nutricionales vy
caloricos; (i) al menos tan eficaces como los factores convencionales a base de

derivados animales; (i) faciles de preparar, a partir de materias primas facimente

accesibles.y ecandmicas; {iv) estables en el tiempo; y (v) tan neutro como sea posible
a nivel de sus:propiedades fisicas (color, viscosidad, etc.), por una parte, para no
modificar el aspecto y la textura de los alimentos a los cuales se estan agregando y,
por otra parte, no plantear ninguna dificultad de uso en particular {por ejemplo, en caso
de pulverizacion sobre los allmentos)
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En el marco de la presente invencion, el solicitante’ propane un factor de;
apeternicia para "animales que permite cubrir, de manera tan satisfactoria como
sorprendente, la necesidad que existe en este campo. Como lo ilustran la descripcion
detallada y los ejemplos a continuacion, (1) el factor de apetencia segin la invencion
a5 nutricionaimente equilibrado; (2} se trata de un ‘producto vegetarianc e
hipoalergénico;{3) es mas eficaz que los factores de apetencia tradicionales a base de
proteinas de origen animal; (4) se obtiene facimente mediante fermentacion de
microorganismas, preferentemente ievaduras; (5) de manera sorprendente, se usa el
medio de fermeifitacidn en si como factor de apetencia, lo.que permite liberarse de una:
de las etapas requeridas para producir los factores de apetencia del estado de ta

técnica a base de hiomasa porque, segun la invencion, o bien se usa el medio de '

fermentacion solo - basta entonces con eliminar la biomasa y la etapa de
desactivacion resulta initil -, o bien se usa el medio de fermentacion en presencia de.
la biomasa - en este caso, se debe simplemente desactivar ¢ficazmente |a biomasa;’
(6) sus propiedades fisicas son globalmente neutras: es un liquido acuoso, de color

claro, que se diluye facilmente en una masa; (7) es facil de usar, en particular

mediante aphcacmn pulverizacion, incorporacion, impregnacion.

En el sentido de la invencién, un “factor de apetencia® {0, de manera
equivalente, un “agente de apetencia”, un factor “apetecible” o “apetitoso™) para
mascotas es up factor cuyas propiedades organolépticas (aroma, sabor, aspecto,
texiura, elc.) son tales que un animal sentira el deseo de absorberdo. En &l marco de la’
presente invencion, con mas frecuencia un factor de apetencia es un ingrediente
alimenticio (o -aditivo) que se agrega a la alimentacion animal. Pere, por extension,
también puede ser un alimento, incluso una bebida, que contiene dicho ingrediente.

Asi, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un factor de.
apetencia fermentado destinado & ser afadido en la alimentacidn animal,
caracierizado en que comprende el medio de fermentacion obtenido despues del

cuitivo de al menos una levadura, conteniendo dicho medio de fermentacitn al menos:

- humedad (H}: de 80 a 96% en peso apraximadamente;

- fraccion proteica (FP): de 1.5 a 10.0% en peso aproximadamente;
- materias grasas (MG): hasta 10% en peso aproximadamente;

- azucares (A) de 0.20 a 2.0% en peso aproximadamente; y

- ce_nizas (C): de 0.3 a 8.0% en peso aproximadamente.

en el que dicha fraccion proteica FP esta desprovista de canstltuyentes de
ongen animal, : ’

Por e;emplol unos factores de apetencia especiales comprenderan al menos,
en ausencia de constituyentes proteicos de origen animal:

- humedad {H): de 85 a 96% en peso aproximadamente;

- fraccidn proteica (FP): de 1.5 a 10.0% en peso aproximadamente;
- materias grasas (MG): hasta 1% en peso aproximadamenie;

- azlcares (A): de 0.20 a 2.0% en peso aproximadamente; y

- cenizas (C): de 0.3 a 8.0% en peso aproximadamente;

47
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- humedad (H): de 90 a 96% en pesc aproximadamente; :
-~ fraccién proteica (FP): de 2.5 a 10.0% en peso aproximadamente;
- materias grasas (MG): hasta 5% en peso aproximadamente;

- azdcares (A): de 0.30 a 0.75% en pesa aproximadamente; y,

- cenizas (C): de0.5a0. 7% en peso aproximadamente -

o también

- humedad (H): de 90 a 96% en peso aproximadamente;

- fraccién proteica (FP): de 2.5 a 10.0% en peso aproximadamente;
- materias grasas (MG): hasta 1% en peso aproxim adamente;

- azlcares {(A): de 0.30 a 0.75% en peso aproximadamente; y

- cenizas {C): de 0.5 a 0.7% en peso aproximadamente.

El término “cenizas” designa en el presente caso la materia mineral después de

la calcinacidon del producto.

Por “materias grasas” se entiende en el p_resehte caso cualguier tipe de

. materias grasas adaptado para la alimentacién animai y susceptible de ser

metabolizado (es decir, susceptible de ser consumido o producido) por el
microorganismo responsable de la fermentacién al origen. del factor de apetencia.
Puede tratarse de materias grasas de origen animal o vegetal o de una combinacidn
de éstas. La persona versada en la materia sabra qué tipol(s) de materias grasas usar
en funcidon de sus conocmlentos generales y de las aplicaciones del factor de
apetenma prewstas

"Los "constituyentes de la fraccion proteica FP” puederi ser proteinas, péptidos,

~ aminoacidos, 'y unas combinaciones de los mismos. Los terminos “proteinas” y

“péptidos” se padran usar en algunas ocasiones indiferentemente en la continuacion
de la descripcion, entendiéndose que la persona versada en la materia es capaz de

determinar el sentido exacto que se debe dar a uno u otro de estos términos segan &l -

contexto v a la luz de sus conocimientas generales. Ademaés, las- expresiones
“constituyentes prateicos” y “constituyentes de la fraccion proteica FP” son aqm
equwalentes

Segﬂn un modo de realizacion, la fraccién proteica FP comprende al menos

90% en peso aproximadamente de uno o varios aminoacidos designados entre la

atanina, la treonina, la lisina y los aminoacidos azufrados. Especialmente, la fraccion

_proteica FP comprende al menos 95%, preferentemente al menos 98%, todavia mas

preferentemente a! menos 99% en peso aproxlmadamente del o de dichos
aminoacidois).

Preferentemente, este o estos aminoacido(s) se selecciona(n) de entre los
aminoacidos azufrados, tates como la metionina y. la cisteina. Se aconseja usar la
metionina.

/ﬂ%
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Segun otro mado de realizacion, un factor de apetencia conforme con la
invencion presenta un pH comprendido entre 16 y 3.5 aproximadamente,
entendiéndose que es preferible un pH comprendido entre 2.6 y 3.2 aproximadamente.

Un factor de apetencia seg(n ia invencién se “fermenta”, es decir que se
obtiene mediante fermentacién con la ayuda de al menos un microorganismo, que es,
en el marco de la invencién, una levadura. Preferentemente, la levadura se elige entre
Yarrowia sp., Saccharomyces sp., Candida sp., Kluyveromyces sp., Pichia sp.,
Debaryomyces sp., Zygosaccharomyces sp. También, mas preferiblemente, la
levadura se elige entre Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae, Candida
versatilis, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Pichia pastoris, Debaryomyces
harsenii, Zygosaccharomyces rouxii. De manera preferida entre todas, se utiliza la
levadura Yarrowia lipolytica.

Como se ha indicado anteriormente, un factor de apetencia segun la invencion
comprende el medio de fermentacién obtenido después del cultivo de dicha levadura.
Eventualmente, el medio de fermentacién se utiliza como agente de apetencia, previa
liberacion de la biomasa. '

Segun otro mado mas de realizacion, el factor de apetencia se presenta bajo la

forma de un liquido cuyo uso no requiere preparacion. Alternativamente, puede servir
de producto intermedio en ia preparacion de un factor de apetencia fermentado
concentrado. En este caso, el factor de apetencia concentrado, con un porcentaje de
humedad reducido, puede presentarse en forma liquida o deshidratada. Por
“concentrado” se pretende designar un factor de -apetencia que se obtiene mediante
concentracion de un factor de apetencia que presenta los contenidos en H, FP, MG, A
y C descritos anteriormente. Resulta evidente que el factor de apetencia concentrado
presenta, debido a la concentracion misma, unos contenidos en FP, MG, Sy C
superiores a aquellos especificados anteriormente, teniendo al mismo tiempo un
porcentaje de humedad mas bajo. .
Segun un modo de realizacion, se aplica un factor de apetencia de la invencion
a la alimentacién animal. Alternativamente, el factor de apetencia se incorpora en la
alimentacion animal. De manera general, se habla aqui de “adicidon” o de "utitizacion”
de un factor de apetencia. Por “afiadir" o “utilizar” un factor de apetencia, se abarca la
nocion de “aplicar el factor a”, es decir afiadido en superficie, por ejemplo mediante
pulverizacion o revestimiento, y la nocidn de “incorporar el factor en”, es decir afiadirlo
en |la masa, por ejemplo mediante impregnacién ¢ mezcla.

“Alimentacién animal” designa aqui uno o varios alimentos para animales.
Puede tratarse de materias sélidas (por ejemplo croquetas), liquidas {por ejemplo
caldos, bebidas), o de productos intermedios mas o mencs hiumedos (por ejemplo
sopas, papillas, albéndigas, patés, etc.). Dependiendo del contexto, podra tratarse
asimismo de una racidon alimenticia o de una comida, haciendo entonces referencia al
conjunto de los alimentos (sin diferenciarlos) tomados durante una comida, incluso en
un periodo de tiempo tal como un dia, o mas.

Los términos “para animales” o “animal(es)’ se deben considerar en su sentido
mas amplio, como haciendo referencia a unos animales de todos los tipos.
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Preferiblemente, los factores de apetencia segln la invencién, o la alimentacion animal
a la cual se anaden, estan destinados a las mascotas tales como perros y gatos, con
una preferencia muy particular para los perros. Sin embargo, el abjeto de la invencion
se relaciona con cualquier animal susceptible de ser domesticado o domado o criado,
por ejemplo, pajaros, conejos, roedores, peces, etc. Asimismo, se puede tratar de
animales de ganaderia, tales como los cerdos, las aves de coral, el ganado, los peces,
los crustaceos, efc.

Segun otro modo de realizacién, se utiliza un factor de apetencia segin la
presente invencidn en asociacion con uno o varios factores de apetencia tales como
factores de apetencia de origen anim al y/o vegetal.

Segun otro modo mas de realizacian, se utiliza el factor de épeténcia objeto de
la invencién en una cantidad de 1 a 10% en peso aproximadamente, preferentemente
en una cantidad de 2 a 4% en peso aproximadamente.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un factor de
apetencia fermentado concentrado susceptible de ser obtenidc mediante
concentracion y/o deshidratacién de al menos un factor de apetenaa tal como se ha
descrito anteriormente.

Segun un tercer aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion de
factores de apetencia destinada a ser afadida a la alimentacién animal, que
comprende al menos un factor de apetencia tal como se ha mencionado
anteriormente. Dicha composicion puede comprender soclamente unos factores de
apetencia segin la presente invencidén, o bien comprender asimismc uno o varios
factores de apetencia de origen animal y/o vegetal.

- En un cuarto aspecto, la presente invencidn se refiere a un procedimiento de

~ preparacién de un factor de apetencia segln la descripcién antenor comprendlendo

dicho procedimiento al menos las siguientes etapas:

a) precultivar al menos una levadura tal como descrita anteriormente en un medio -
de crecimiento estandar, a una temperatura comprendida entre 22°C y 32°C
aproximadamente, durante 6 a 25 horas aproximadam ente;

b) inocular un medio de fermentacion que contiene uno o varios aminoéacidos, con

la ayuda de dicho precultivo a un porcentaje de al menos 1- 10° células/ml
aproximadamente;

c) cultivar el medio. de fermentacion inoculado durante 12 a 72 horas
aproximadamente, a una temperatura comprendida entre 20°C y 32°C
aproximadamente;

d) detenerlia fermentacién;'y

e) recuperar el medio de fermentacién final, atil como factor de apetencia.
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~ Segln unos modos de realizacion particulares, de los cuales eventuaimente es
pusible de combinar una o varias caracteristicas: .

- fa etapa de precultivo a) se realiza a una femperatura de 30°C
apraximadamente;

- la etapa de preculiivo a) se mantiene durante 8 a 16 horas aproxirhadamente;

- la etapa de cult'i_m c) se mantiene durante 12 a 60 horas aproxinﬁadamente, o
durante 12 a 55 horas aproximadamente, o también durante 20 & 72 horas
aproximadamente, 0 también durante 30 a 50 horas aproxlm adamente;

- la etapa de cultivo c) se realiza a una temperatura comprend ida entre 28°C y
30°C aproxnmadamente

En particular, el precultivo se mantendra hasta el final de la fase exponencial de
crecimiento de la levadura.,

De manera ventajosa, el medic de crecimiento estandar utilizado para el
precultivo comprende unos extractos de levadura, de malta y unos azlcares tales
como ia glucosa. Ademads, puede comprender peptona y/o unos oligoelementos. Por
ejemplo, este medio puede ser un medio Yeast Malt (YM) conocido por persona
versada en la materia.

Segun un modo de realizacion, el medio de fermentacion usado en la etapa b)
comprende aproximadamente 2 a 10% en peso, de manera preferida
aproximadamente 3 a 5% en peso, de uno o varios aminoacidos. Estos aminoacidos
son, preferentemente, unos aminoacidos aptos para ser metabolizados por la
levadura. Alternativamente, entre los aminoacidos presentes en el medio de
fermentacidn, puede haber unos aminoacldos aptos para ser metabolizados por la
levadura y unos aminodcidos no metabolizados, aportados como suplementos.
Llegado el caso, estos aminoacidos suplementarios pueden tener un efecto positivo
sobre la apetencia del factor obtenido, por ejemplo mejorando sus propiedades
organolépticas . Las proporciones de los diferentes aminoacidos pueden variar, con
una preferencia por una preponderancia de aminoacidos aptos para ser
metabolizados. Estos se seleccionan especialmente entre la alanina, la treonina, la
lisina y los aminoacidos azufrados. Preferentemente, este.o estos aminoacido(s) se
elige(n) entre los aminoacidos azufrados, tales como la metionina y la mstema Se
prefiere ut|I|zar la metlomna

.Segun otro mado de realizacion, el medio de fermentacion utilizado en la etapa
b} comprende ademas hasta 10% en pesc aproximadamente, preferentemente entre 5
y 10% en peso aproximadamente, de materias grasas.

‘Segiin otro modo mas,_de realizacion, el medio de fermentacion utilizado en la
etapa b} comprende adem as unos extractos de [evadura y de malta.
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Segun unos modos de realizacion preferidos, la inogulacién del medio de
fermentacidn-con la ayuda del precultivo (etapa b} se efectda en un porcentaje al
menos igual a, por orden creciente de preferencia, 5.10°, 1.10°, 4.10°, 6.10° células/ml
aproximadamente, es decir para alcanzar una poblacion celular al principio del cultivo
de al menos 5.10°, 1.10°, 4.10%, 6.10° células/ml aproximadamente en el medio de
fermentacion.

“Segun un modo de realizacion, el pH del medio de fermentacion se ajusta af
principio de la etapa ¢) a un valor comgrendido entre 4.5 y 6.5 aproximadamente,
preferentemente de 5.4 a 5.8 aproximadamente. )

Segln otro modo de realizacidn mas, el precultivo de la etapa a) se realiza en
unas condiciones de ventilacion comprendidas entre 0.5 y 1.5 vwm aproximadamente;
yfo el cultivo de la etapa -¢) se realiza .en unas condiciones de ventilacion
comprendldas entre 002 y 0.40 vwm aprommadamente

Segln otro mode mas de realizacion, el precultivo de la etapa a) y/o dicho '

cultive de la etapa ¢} se mantiene(n) bajo agitacion.

Segin el procedimiento objeto de la invencién, estando el factor de apetencia
constituido por el medio de fermentacién final, s puede tomar la decisién de
deshacerse de la biomasa; o conservar el medio de fermentacion final que comprende
la biomasa, la cual se debe desactivar. Asi, antes de la etapa e), el medio de
fermentacion se puede separar de la biomasa, preferiblemente mediante una técnica
de separacion elegida entre la filtracion, la decantacion, la centrifugacion.
Altemativamente, las etapas d) a e}, incluida la etapa de eliminacion de la biomasa, se
podran realizar simultdineamente, preferentemente mediante filtracion esterilizante. ©
bien, si la biomasa no se elimina, 1a etapa d) se podra, por ejemplg, realizar mediante
desactivacion term ica de Ias levaduras.

_ Un guinto aspecto de la presente invencion se refiere @ un procedimiento de
mejora de la apetencia de la alimentacion animal, que comprende la adicion a la

allmentamon animal ‘'de al menos un factor de apetencia o de al menos una -

composicion como se describe anteriorm ente.

En particular, el factor de apetencia o la composicibn se afiade a la
alimentacion animal solo 0 'en combinacion con uno o varios otros factores de
apetencia, tales como factores de apetencia de origen animal y/o vegetal.

Preferentemente, se usa el factor de apetencia o la composicion objeto de la
invencion en una cantidad de 1 a 10% en peso aproximadamente, preferentemente en
una cantidad de 2 a 4% en pesc aproximadamente.

Segin un sexto aspectec, la presente invencion tiene por objeto el uso de al
menos una levadura para preparar un factor de apetencia como susodicho.
Preferentemente, |a levadura se selecciona de entre Yarrow/a sp., Saccharomyces sp.,
Candida sp., Kiuyveromyces sp., Pichia sp., Debaryomyces sp., Zygosaccharomyces
sp. Tedavia mas preferentemente, la levadura se selecciona de entre Yarrowia
linolytica, Saccharomyces cersvisiae, Candida versatilis, "Kiuyveromyces lactis,

Ay
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- invencion,

Kluyveromyces fragilis, Pichia pastoris, Debafjfomyces harsenii, Zygosaccharomyceas

rouxii. De manera preferida entre todas, se utiliza la levadura Yarrowia lipolytica.

Segun un séptimo aspecto, la invencidn tiene por objeto el uso de un factor de
apelencia o de una composmmn segln Ja invencion, para melorar la apetencia de la
alimentacion animal.

- Asimismo, la presente invencion da a conocer un alimento para animales que’

comprende al menos un factor de apetencia o al menos una composicién como se ha
descrito anteriormente. En particular, el factor de apetencia o la composicion se aplica
y/o se incorpora a dicho alimento, preferentemente en una cantidad de 1 a 10% en
peso aproximadamente, todavia mas preferentemente en una cantidad de 2 a 4% en
peso aproximadamente.

Las figuras a contlnuacnén estan destinadas a ilustrar sin hmntar la presente
- ﬂgura 1: esquema de un ejemplo de procedlmlento general de preparacién de
un factor de apetenma segun la invencidn;

- figura 2: esquema de un ejemplo de procedimients de preparacién de un factor
de apetencia segun la invencion, en laboratorio (ejemplos 1 a 4);

- figura 3: esquema de un ejemplo de procedimienta de preparacién de un factor
- de apetencia segin Ia invencion, aplicable a escala industrial (ejemplo 5);

- figura 4: esquema de un ejemplo de procedimiento de concentraclon de un
factor de apetencia segln la invencidn (ejemplo T),

- figura 5 resultados de un ensayo de apetencia de un factor segin la invencién
incarperade en unos alimentos para camarones {ejemplo 11). A: reparticion de
las cestas en el estanque; B: resultados de la prueba de apstencia.

Los ejemplos a continuacidn, dados a titulo puramente indicativo, estan
destinados a jlustrar unos modos de realizacién y ventajas de la presente invencion.

EJEMPLOS

1- Eiemplos de factores de apetencia preparados a escala de labaratorio

En la Fig. 2 se esquematiza un procedimiento general de preparac idn.:

i-1- Ejemplo 1: uéo de la levadura Yarrowia lipolytica y fermentacion en
presencia de mefionina

La primera etapa era cl precultivo de Yarrowia fipolytica en erlenmeyers que
contenian 100 mil del medio estéril de la siguiente composicion: 0.25 g de extracto de
malta (Muntons - UK), 0.2 g de extracto de levadura (Biospringer - Francia), y 1.5 g de
glucosa (Merck - Alemania), c.s.p. 100 m| de agua desmineralizada. La inaculacion se
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realizé bajo campana estéril a partir de criotubos de 1.8 ml, conservados. a -80°C y
procedentes de cultivos sobre medio estandar YM adicionado con 50% de glicero! al
30%. La poblacion tearica de los criotubos era de 6,5.107 células/ml. El pH se ajusto al
principio del culiiva a 5,6 con un acide clorhidrico (Merck}, y se dispusieron los erlens
sobre una mesa de agitacion Novotron (INFORES, Bottmingen, Suiza) a 30°C y a 140
rpm. Se detuvo el precultivo después de 16 horas de incubacion. Paralelamente, se
prepard la etapa de fermentacion principal. Para ello, se autoclavé un fermentador con
cubade vidrio de 5 L (Prélude - GUERIN SA - Francia) que contenia 28 g de extracto
de maita (Muntons - UK), 12 g de extracto de levadura (Biospringer - Francia), 3.4 g de
H;PO, al 75% (Brenntag - Francia), 150 g de metionina {(Adisseo - Francia), 5 mi de
antiespumante (Struktol SB2020) y c.s.p. 5 L de agua desmineralizada, a 121°C
durante 15 minutos, A la salida de fa autoclave, se equipd el fermentador con un
condensador de salida de gas con circuito de agua glicolada a 2°C, y e! medio se llevd
a 30°C. La ventilacidn se fijo a 0.1 /min gracias: al caudalimetro masico sobre la
alimentacidn del pulverizador de fondo de cuba. La agitacion era de 500 rpm, y la
regulacion de temperatura se fijo a 30°C. El fermentador se inoculd estérilmente con el
precultive (250 mi} de manera que la poblacién a! principio de fermentacion era de al
menos 1.10° células/ml. La fermentacion se realizé durante 48 horas. El fermentador
fue cerrado herméticamente antes de ser puesto en la autoclave para una
desactivacion a 110°C durante 10 minutos. Después del enfriamiento, se sact del
fermentador el medio de fermentacian. Se afiadieron bajo agitacion 30 g de sorbato de

‘potasio al 50% (Nutrinova - Alemania) y después 47 g de acido fosférico al 75%. La

composicidn final 'del producto era la siguiente: Humedad: 84.3%, Proteinas (Nx6,25)
Kjeldhal: 3.5%, MG por hidrofisis: < 1.0%, Azlcares solubles totales: 0.62%, Cemzas

1.64%, el pH era de 2.9.

1-2. Ejemplo 2: olro gjemplo de utilizacion de Jla fevadura Yarrowia lipolytica y de
fermentacion en presencia de metionina

Este ejemplo se realizt en las mismas condiciones que las del ejemplo I-1, sdlo
la composicion del medio para la fermentacian principal era diferente. Este contenia 22
g de extracto de malta {Muntens - UK), 15 g de extracto de levadura (Biospringer -

Francia), 3.1 g de H;PO, al 75% (Brenntag - Francia), 150 g de metionina {Adisseo - -

Francia), & ml de antiespumante (Struktol SB2020), 180 g de maiteria grasa lactea
anhidra (Beuralia - Francia} y ¢.s.p. 4 | de agua desmineralizada.

"La composicién final de producto era la siguiente: Humedad: 90.3%, Proteinas
(Nx6,25):- 3.4%, MG por h:drohms 4.5%, Az(cares solubles totales: 0.7%, Cenizas:
1.7%. El pH era de 29.

1-3- Ejemp!o 3: uﬁh’zacién de la levadura Saccharom yces‘berew"siae y fermentacién en
presencia de metioning -

Este ejemplo se realizd en las mismas condiciones que las del ejemplo 1, con
un precultivo diferente porque la levadura usada era Saccharomyces cerevisiae. El
medio estaba constituido por 0.3 g de extracito de malta {Muntons - UK), 0.3 g de
extracto de levadura {(Biospringer - Francia), 0.5 g de peptona de carne (Merck -
Alemania) y 12.5 g de glucosa {Merck - Alemania). E} precultivo, cuyo pH se ajustd a
8.6, s mantuvo durante 13 horas & 30°C y a 140 rpm) La fermentacién principal se
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realizé en las mismas condiciones que en el éjemplo 1. La compdsicién del producto
final eral Humedad: 94.9%, Proteinas (Nx6.25) Kjedhal: 3.8%, MG por hidrglisis:
<1 0%, Azlcares sclubles totales: 0.45%, Cenizas: 1.3%. El pH era de 3.

I- 4 Ejempf‘o 4; utﬂ:zacrdn de la fevadura zZ ygosaccharomyces rouxii y fermenracmn en
presencia de cisteina

'La levadura Zygosaccharomyces rouxii se cultivd sobre un medio de precultivo’
constituido por 0.3 g de extracto de malta (Munton - UK), 0.3 g de extracto de levadura
{Biospringer - Francia), 0.5 g de peptona de carne (Merck - Alemania) v 15 g de
giucosa (Merk - Alemania). El precultivo, cuyo pH se ajustd a 5.6, se mantuvo duranfe
21 horas a 30°C y a 140 rpm. La fermentacidn principal se realizd en las mismas
condiciones que en el ejemplo 1, pero fa compaosicién del medio de fermentacién era la
siguiente: 35 g de extracto de malta (Muntons - UK}, 18 g de extracto de levadura
(Blospringer - Francia), 15.6 g de NaOH 2M (Merck - Alemania), 413 g de cisteina

- monohidratada HCI (AMC - UK), 5 ml de antiespumante (Struktol SB2020} y ¢.5.p. 5L

de agua desmineralizada. La composicion del producto final era: Humedad: 88,2%,
Proteinas (Nx6.25) Kjedhal: 7.1%, MG .por hidrolisis: < 1.0%, Azdicares solubles
totales: 0.83%, Cenizas: 4.3%. E! pH erade 2.9.

}- Eiemplo 5: factor de apetencia preparado a escala industrial utilizando la
fevadura Yarrowia hpolvﬂca. mediante fermentacién en presencia de metionina

El esgquema de la Flg 3 ilustra un ejemplo de procedlmlento de preparacion
aplicable a es cala industrial.

La primera etapa era idéntica a la del gjemplo 1. Se toman estérimente 15 mil
del precultivo, los cuales sitvieron de indculo a un medio_ estéril contenido en un
fermentador de 5 L (Prélude - GUERIN SA - Francia} que contenia 15 g de extracto de

- malta (Muntons - UK), 15°g de extracto de levadura (Biospringer - Francia), 50 g de
" dextrpsa monohidratada (Tate & Lyle - Bélgica), 12 g de HsPOy4 al 75% (Brenntag -

Francia), 5 ml de antiespumante (Struktol SB2020) y cs.p. 5 L de agua

desmineralizada. La temperatura era de 30°C, la ventilaclén se fijo a SU/min., vy la -
agitacion a 700 vpm. La fermentacion se realizd durante 12 horas. Mientras tanto, se
equipt un fermentador con una capacidad de 60 L (Fermentador semi-automatico
Pierre Guerin Biolafitte tipo “S" 60/100 !). Este contenia 300 g de extracto de malta,
180 g de extracto de levadura, 1562 g de acido fosforico al 76%, 2.4 kg de metioning,
80 g de antiespumante Struktol y c.s.p. de agua desmineralizada, para un volumen

total de 60 L. El medio se esterilizd a 121°C durante 20 minutos. Después del

enfriamienta hasta 30°C, el pH se ajusté a 5.7, y se estableci6 una presion atmosférica
de 0,5 bares, una ventilacion de 24 L/min. El condensador de salida de aire se puso en..
marcha con la consigna de 2°C. La inoculacién se realizo en medio estéril con 3 litros
de inbculo directamente procedente del fermentador de 5 L con la ayuda de una
bomba peristaltica (4 U/h). Después de 5 horas de fermentacion, la ventilacion bajo
hasta 6 L/min. La fermentacion se mantuvo asi hasta un tiempo total de 48 h. La
desactivacion se realizd a 110°C durante 10 minutos en el fermentador. Una vez que
la temperatura paso por debajo de 40°C, se anadieron 360 g de sorbato de potasio al
50% y 542 g de acido fasforico al 75%. El medio de fermentacion se saco del
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fermentador y se almacend en bidones dé 25 kg a temperatura ambiente. La
composicion del producto era parecida a la del ejemplo 1.

lil- Ejemplos de tratamientos narticulares

Hi- 1— Ejemple 8 ilustracién de un pmcedimtem‘o en el que se elimina la
bJomasa después de la fermenracmn :

El producto que procede del EJemple 1 se trato de manera que quedara exenlo
de microorganismos y se obtuviera un producie perfectamente clarp, translicide. Para

ello, se utilizé un sistema de filtracion suministrado por PALL - Francia, soporte acetato

de celulosa tipo K80, a la salida del fermentador de 100 I. La superficie del filtro era de
0.2 m?. E! caudal era de 300 /h/m?. La retencion sobre el filtro era de 0.2% de materia

seca. La prueba dio lugar a un preducto limpido, con la siguiente composicion: -

Humedad: 85,8%, Proteinas {Nx56.25) Kjedhal: 3.05%, MG por hidrélisis: <1.0%,
Azacares solubles totaies: 0.41%, Cenizas: 0.75%. . -

I1-2 gfemplc 7: preparacion de un factor de apetehcia concentrado liguido

Se realizo un producto apetecible con méas materia seca para mayor comodidad
de almacenamiento. Se utilizaron 36 kg del producto pracedente del ejemplo 1 en un
procedimiento de concentracion al vacio, esquematizade en la Fig. 4. El concentrador
era un concentrador AURIOL, con una capacidad de 50 L, capacidad 0til de 20 L
(alimentacion en cantinuo). La temperatura de la doble enveltura se fijo a 40°C, para
una temperatura de producto de 35°C. Una red de agua enfriada a 10°C aseguraba la
condensacion del agua evapofada. Se fijo el vacio al maximo (35 mbares). La
alimentacion en preducto se efectdo manualmente, con una media de 50 I/h. La
concentracion se detuvo de manera que se obtuvo un producto concentrade pero
todavia fluido. Se obtuvieron 4.5 kg de producto, con una materia seca igual a 27.5%.

_ ElpH era de 3.3.

-3 Ejemplo 8: preparacion de un factor de apeténcia concentrado deshidratado

A partir. del producto procedente del ejemplo 1, se realizd un polvo sobre un

 materiat de marca Alfa-Laval tipo S18 y con una capacidad de 20 a 40 kg de agua

evaporadal/h, Se mezclaron 15 kg de factor de apetencia liguido con ta ayuda de un
ultraturrax TS50 durante 5 minutos con 6.4 kg de levadura de cerveza (Lorenzetti -
Brasil). El secado durante 47 minutos, con una temperatura de entrada de 165°C, la
temperatura de salida del polvo de 30°C, Hegaron a la gbtencion de 4.4 kg de polvo
con una humedad del 6%.

IV- Ensayos de apétendiq de un ejemplo de factor segun la invencion

IV-1- Ejemplo 9: ejemplo de un factor aplicado mediante puiverizacion sobre
unos afimentos para perro

. La aplicacién del factor de apetencia que prbcede del ejemplo 1 se realizo en

forma de pulverizacion del liquido, por “lotes” con la ayuda de un recubridor Forberg
tipo RVC 120.
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. Se colocaron 25 kg de croquetas estandares para perro a 25°C en el Forberg.
Se pulverizd con boquilla 1.862 kg de grasa de manteca de cerdo calentada a 60°C
sobre las croquetas durante 50 segundos. La mezcla se efectud durante 1 minuto.
Después, se pulverizd con boquiilla 1.108 kg de factor de apetencia calentado a 30°C,
durante 60 segurides. La mezcla se -mantuvo durante 1 minuto mas. Las croquetas
revestidas se vaciaron. ¥ se acondicionaron en sace para ser llevadas hacia la
estructura de ensayo. Se efectud una codificacion durante la realizacién de los lotes de
recubrimiento, y aparecian sobre el saco. El producta A fue recubierto con el factor de
apetencia procedente del ejemplo’' 1. El producto B era el control (recubrimiento con un
factor de apetencia a base de carne, procedente de la gamma super-premium de la
compania SPF - Francia). Las condiciones de recubrimiento que se refieren al cantrol
eran identicas a las descritas para la obtencron del producto A

La apetencia del alimento asi obtenido se midié en el seno de la estructura -
PANELIS - Francia, en panel experto, y_segun un método de ensayo versus. Se
repartieren dos comidas durante el dia en panel de 38 perros. Se presentaron en
forma simultiénea 2 alimentos .a cada animal, cada alimento anotade A o B,
permitiendo cubrir 1as necesidades alimenticias de cada animal, y estando su posicion
invertida (derecha o izquierda) de una comida a otra para evitar una eleccion por -
fateralizacion. Se,apuntd al 1°" alimento hacia e! cual se dirigia el animal (12 eleccion) y
el consumo final de cada alimento. Los resultados se expresan en % relativo de
consumo de A o de B. Los resultados se procesaron estadisticamente (Prueba Chi?
para la 1° eleccion y prueba de student para el ratio de consumo). Se contabilizaron
solamente los peros “validos” que comieron normalmente. Las resultados
recapitulados en la tabla 1 muestran que los perros prefieren los alimentos recubiertos
con el factor de apetencia procedente del ejemplo 1 con respecto a los de control.

TABLA 1
Prueba 12 elem:iq:')r?2 Ratio de consumo |  Ratio Ensayo

_ Ensayoc Chi : {% relativo) student Nivel 5%
Comida 1 . ' ' :

Preducto A 17.06 = 84 L e
Contra! - Producto B ' : 16 '
Cumida 2 : . : '

Producto A ’ 11.65 ** ’ 78 i
Contra! - Producto B , 22 ' '

{**"): Significatividad muy alta (p<0,01)

Iv-2- Efempio 10: efemplo de un factor de apetencia incorporadc en unos
alimentos para perro y gato

La utilizacion del factor de apetencia procedente del ejemplo 1 se realizd “en
inclusién” en una base esténdar de alimento para perre 0 en una base estandar de
alimento para gato durante la extrusién -a nivel de 10% del peso totai de la base
alimenticia. La extrusion se realizd con la ayuda de una extrusora bitornillo co-rotativa
Evolum 53 CLEXTRAL (Francia).
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El alimento A-CT era el alimento para gato que contenia 10% del factor de
apetencia. Estaba recubierto por grasa de aves de coral a 45°C a nivel del 6% en el
Forberg de tipo RVC 120, a 25°C. El alimento A-CN era el alimento para perro que
contenia 10% del factor de apetencia. Estaba recubierto por grasa de manteca de
cerdo calentada a 60°C a nivel del 6% en el Forberg de tipo RVC 120, a 25°C. Los
alimentos T-CT y T-CN eran los alimentos secos de control sin ninguna inclusion de
factor de apetencia para gato y para perro respectivamente, pero recubiertos por grasa

como especificd anteriormente. Se utilizd una misma cantidad de estos alimentos’

durante la segunda serie, pero esta vez con un recubrimiento externo de un factor de
apetencia Super-Premium SPF a base de proteinas animales, a 30°C, en el Forberg
de tipo RVC 120, a 25°C, en unas condiciones equivalentes'a las del gjempio 9. Los
lotes de esta sequnda serie se etiquetaron Alimento A-CT-E, Alimento A-CN-E,
Alimento T-CT-E y Alimento T-CN-E. -

La apetencia de los alimentos asi obtenidos se midi6 en el seno de la
estructura PANELIS - Francia, en panel experto, y segun un método de prueba versus.

Se repartieron 2 comidas durante el dia en panel de 36 perros, o durante 2 dias en

paneles de 40 gatos. Los ensayos se realizaron y se analizaron en las mismas
condiciones que las descritas en el ejemplo 9. Los resultados recapitulados en la tabla
2 muestran que los perros y los gatos prefieren los alimentos que contienen el factor
de apetencia procedente del ejemplo 1 con respecto a los de control.

U~

TABLA 2
1? eleccion Ratio de consumo | Ratio Prueba student
Panel Prueba Prueba Chi’ (% relativo) " Nivel 5%
GATERA Comida 1 '
Serie 1 Alimento A-CT nd 59 *
Alimento T-CT 41
Comida 2
Alimento A-CT nd 57 : *
- Alimento T-CT 43
PERRERA Comida 1 -
Serie 2 Alimento A-CT-E nd 68 **
Alimento T-CT-E - 31 )
Comida 2 ’
Alimento A-CT-E nd 61 *
Alimento T-CT-E : : 33
PERRERA |Comida1 : ]
Serie 1 Alimento A-CN 16.20 *** - 91 : bl
Alimento T-CN g
Comida 2 :
Alimentc A-CN 9.14 ** 84 rre
Alimento T-CN 16 ’
PERRERA Comida 1 :
Serie 2 Alimento A-CN-E 545" 75 *
Alimento T-CN-E . - 25 ’
Comida2 .
Alimento A-CN-E 480" 70 *
Alimento T-CN-E 30
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(***). Significatividad muy alla {p<0,01)
(**}: Significatividad alla {p<0,05)

(*); Significatividad {p<0,1)

(¥ No significativo

V-3- Efemplo 11: ejém,dfo de un factor de apetencia incorporado en alimentos
para camarones :

El factor de apetencia procedente del ejempla 1 se incorpord en inclusién a

nivel de 3% en un alimento de tipo comercial con la siguiente férmula: harina de
pescado 40%, trigo entero 25%, remolido de trigo 15%, tortas de soja 9.5%, harina de
camarones 6%, aceite de pescado 2%, lecitina de soja 1%, mezcla vitaminica 1% y
mezcla mineral 0.5%. El alimento obtenide {alimento A) mediante prensado sobre
prensa Hobart (Alemania) se compard con un alimento de formula idéntica pero sin
factor de apetencia (alimento B = control). : ‘

Los ensayos se desarrcllaron con la especie de camardn P. vanamei en un
criadero {Brasil) en un tanque de 1.000 m?. El peso medio de los camarones erade 8 g
y la densidad era de 20 animales/m?®, Los camarores se alimentaron con fa ayuda de 4
cestas dispuestas en unos puntos precisos en el tanque. Cada cesta estaba separada
en dos partes en las que estaban los alimentos A y B. La figura 5A ilustra la reparticion
de las cestas en el tanque. Cada alimento se dispus¢ en las cestas a nivel de 4% de la
biomasa por dia, ‘en dos distribuciones repartidas a lo largo del dia. Los alimentos
estaban dispuestos en las cestas a principio de la mafiana y de la tarde, y las cestas
se recogian al final de la mafiana y de la tarde para cuantificar el alimento no ingerido

per los camarones. Las operaciones se feiteraron cada dia durante 15 dias.

Se calculd el parametro siguiente para cada dia de ensayo: [{Alimento A
ingerido - Alimento B ingerido)/Alimento B ingerido]*100. Los resultados se presentan
en la fig. 5B.

= Al final de los 15 dias de ensayo, el consumo del alimento A que contenia el

factor de apetencia fue 23% mas elevado que el del alimento B sin factor de apetencia. .

El alimento A que contenia el factor de apetencia fue significativamente preferido al
alimento B {P<0.05). '

V- Ejemplo 12: composicion de factores de apetencia

Se prepard un factor de apetencia mezclando el producto procedente del
ejemplo 1 con un factor de apetencia Super Premium a base de proteinas animales.
Las proporciones de las mezclas se recapitulan en la tabla 3. Las mezclas se
realizaron con |a ayuda de un mezclador dispersor Ultraturrax TS0.
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TABLA 3
[ o Proporcidn de factor de apetencia : Proporcion de factor de apetencia a
Mezcla n . del ajemplo 1 {%} ' base de proteinas anirnales (%)
1 10 - . a0 B
2 K 20 ) : 80
3 . 33 : . 66
| 4 50 | K . 50

Se realizaron alimentos para perros mediante pulverizacion de las mezclas
sobre una base de croquetas en Forberg de tipo RVC 120. Se dispusieron 24.955 kg
de croquetas estandares para perro a 25°C en el Forberg. Se pulverizaron con boquilla
1.654 kg de grasa de manteca de cerdo calenmada a 60°C sobre las croquetas durante
50 segundos. La mezcla se efectud durante 1 minuto. Después, se pulverizaron can

boquilla 831 gramos de factor de apetencia calentado a 30°C durarite 60 segundos. La '

mezcla se mantuvo durante 1 minuto mas: Las croquetas recubiertas se vaciaron y se

acondicionaron en saco para ser llevadas hacia la estructura de ensayo. El control era .

el alimento recubierto con el factor de apetencia a base de carne solo que habia
servido para la mezcla, procedente de la gama super-premium de la compama SPF
(Francia) y en las mismas condiciones.

La apetenciza de los alimentos asi obtenidos se midld en el seng de la

estructura PANELIS - Francia, en las condiciones descritas en el ejempla 8. Los
resultados recapitulades en la tabla 4 muestran que los factores de apetencia
constituidos por las mezclas hacen que los ahmentns so’ore los cuales se pulvenzan
- resulten mas apetitosos que los controles.

TABLA 4
Prueba Ratio de consumo (% relativo) Prueba student Nivel 5%
. [Comida 1 ' :
Alimento mezelado 1 60 _ ] -
- Control 40
Comida 2 -
Almenta mezclado 1 58 ‘ . T
. Contro! - 41 : : ) .
Comida 1 - - A . |
Alimento mezclado 2 . 58 ) *
Control 32
Comida 2 - - -
Alimenta mezclada 2 72 : ]
: Conlral . ' : 41
Comida 1 - . ]
Alimente mezclado 3 . 75 ' b
- Control - 25
Comida 2 '
Alimento mezclado 3 70
Control . . - 30
Comida 1 ) : :
Alimento mezclado 4 ' D ' ok ]
Control i 24
Comida 2
Alimento mezclado 4 75 ' "+
Contral 25
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(***): Significatividad muy alta (p<0,01}
(**): Significatividad ALTA {p=<0,05)

(*): Significatividad (p<0,1)

{): No significativo '
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"REIVINDICACIONES

1. Factor de apetencia fermentado destinade a ser afiadido a la alimentacidn
animal, caracterizado en que comprende el medio de fermentacién obtenide después
del cultive de al menos una levadura, conteniendo dicho medio de fermentacnon al
mengs:

-  humedad (H): de 80 a 96% en peso aproximadamente;

- fraccién proteica (FP): de 1.5 a 10.0% en peso aproximadamente;
- materias grasas (MG): hasta 10% en peso aproximadamente,

- azicares (A): de 0.20 a 2.0% en peso aproximadamente; y

- cenizas (C) de 03a 8.0% en peso aproximadamente.

en el gue dicha fraccion protelca (FP) esta desprowsta de consmuyentes de
origen animal, :

2. Factor de apetencia segun la rei{!indicaci()n 1, caractetizado en que dichos
constituyentes de dicha fraccion proteica (FP) se eligen entre unas proteinas, unos
péptidos, unos aminodcidos, y sus combinaciones.

3. Factor de apetencia segin la reivindicacién 1 6 2, caracterizado en gue
dicha fraccion proteica (FP) comprende al menos 90% en peso aproximadamente de

uno o varios aminoacidos elegidos entre la alanina, la treonina, la I|sma los -

aminoacidos azufrados, y elegidos entre los aminocécidos azufrados.

4. Factor de apetencia segln la reivindicacién 3, caracterizado en que dicha

fraccion proteica (FP) comprende al menos 95%, preferiblemente al menos 98%, con

mayor preferencia al menos 99% en peso aproximadamente de dicho o dichos

aminoacido(s).

5. Factar de apetencia segun la reivindicacion 3 & 4, caracterizado en que

dichos amincacidos azufrados se eligen entre la metionina y la cisieina, y son
preferiblemente unas metioninas.

6. F_actdr_ de apetencia segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
caracterizado en que presenta un pH comprendido entre 1.6 y 3.5 aproximadamente,
preferiblemente un pH comprendide entre 2.6 y 3.2 aproximadamente.

7. Factor de _épetencia segun cualguiera- de las reivindicaciones 1 a G,
caracterizado en que dicha levadura se elige entre Yarrowia sp., Saccharomyces sp.,
Candida sp., Kluyveromyces sp., Pichia sp., Debaryomyces sp., Zygosaccharomyces
sp. ) :
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8. Factor de apetencia segun la reivindicacion 7, caracterizado en que dicha
levadura se elige entre Yarowia fipolytica, Saccharomyces cerevisiae, Candida
versatilis, Kluyveromyces lactis, Kiuyveromyces fragilis, Pichia pastoris, Debaryomyces
harsenii, Zygosaccharom yces rouxii,

9. Factor de apetencia segin la reivindicacion 8, caracterizado en que dicha

levadura es Yarrow;a lipofytica.

10. Factor de apetencia segin cualqmera de las relwndlcacmnes 1 a 9
caracterlzado £&n que se presenta en forma hqu;da lista para su uso.

11. Factor de apetencia segun cualguiera de las reivindicaciones- 1 a 10, como

" producte intermedic en la preparacion de un factor de apetencia fermentado

concentrado.

12. Factor de apetencia segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11,
caracterizade en que se aplica y/o se incorpora a dicha alimentacién animal.

13. Factor de apetencra segun la reivindicacion 12, caractenzado en que se

usa en asociacion con uno o varios factores de apetencia tales comao factores de

apetencia de crigen anim al y/o vegetal.

14. Factor de abetencia segun la reivindicacion 12 ¢ 13, caracterizado en que

~ se usa en una cantidad del 1 a 10% en peso aproximadamente, preferiblemente en
" una gantidad del 2 al 4% en peso aproximadamente.

15. Factor de apetencia segan cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14,
caracterizado en que dicha alimentacion animal esta destinada a las mascotas.

16. Factor de apetencia fermentado concentrado susceptible de ser obtenido

.mediante concentracién yfo deshidratacion de al menos un factor de apetencia segan

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

17. Composicion de factores de apetenéia destinada a ser afiadida a la
alimentacién animal, caracterizada en que comprende al menos un factor de apetencia
sequn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16,

18, Procedimiento de preparacion de un factor de apetencia segin cualquiera
de las reivindicaciongs 1 a 16, que comprende al menos las siguientes etapas:
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a) precultivo de al menos una levadura en un medio de crecimiento estandar, .a
una temperatura comprendida entre 22°C y 32°C aproximadamente, durante 6
a 25 horas aproximadamente;

b) inoculacion de un medic de fermentacion que contiene uno o varios

aminoéacidos, con la ayuda de dicho precultivo a un porcent:aje de al menos

1-10° células/mi aproximadamente;

~¢) cultivo del medio de fermentacion inoculado durante 12 a 72 horas
aproximadamente, a una temperatura comprendida entre 20°C y 32°C
aproximadamente,

d) detencion de la fermentacion; y’.

€) recuperacion del medio de fermentacion final Otil come factor de apetencia.

19. Procedimiento segun la reivindicacién 18, caracterizado en que el medio

de fermentacion usado en la etapa b} comprende aproximadamente de 2 a 10% en
neso, prefenblemente de 3 a %% en peso, deung o vanos ammoaondos

20. Procedimiento segUn la reivindicacion 18 6 19, caracterizado en que dicho
¢ dichos aminoacidos se eligen entre la alanina, Ia trecnina, 1a lisina; los aminoacidos
azufrados, y se seleccionan preferiblemente entre los amincacidos azuf_rados.

21. Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20,
“caragterizado en gue la etapa d) se realiza mediante desactivacién térmica de las

levaduras. -

22, Procedimiento segun cualquiera' de las reivindicaciones 18 a 21,

caracterizado en gque, antes de la etapa e), dicho medio de fermentacmn es liberado’

de Ia blomasa

. 23. Procedimiento segun la reivindicacion 22, caracterizado en que las etapas
d) a e} se realizan simultaneamente, preferiblemente mediante filtracian esterilizante.

24, Procedimiento de mejora de la apetencia de la alimentacién animal, que
comprende la adicién de al menos un factor de apetencia segin cualquiera de las
reivindicaciones- 1. & 16, o de al menos una campesicion segun fa reivindicacion 17, a
dicha ahmentacmn animal, :

Qsd
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25. Utilizacion de al menos una levadura para preparar un factor de apetencia
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16. .

26. Utilizacion segiin lareivindicacion 25, caracterizado en que dicha levadura
es Yarrowia lipolytica. -
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SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(21} N® de solicitud:

22) Fecha de solicitud:

(51) Int CF

(71)Solicitante(s)

A23K 001/000

SPECIALITES PET FOOD

(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais
0508451 09/08/2005 FR )
(72) Inventor(es)  AURELLE DE RATULD
Y OTROS
(74) Apoderado: ~ EMILIO FERRERO
(85) Fecha limite inicio fase nacional:  08/03/2008 {87)  Publicacién internacional
{86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 15/02/2007
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 20/07/2006 N°® publicacion: WO 2007/017356 A1
No. de solicitud PCT/EP2006/064474
(54) Titulo:  FACTOR DE APETENCIA FERMENTADO Y DESPROVISTO DE PROTEINAS ANIMALES PARA ANIMALES

Reivindicacién(es):

1. Factor de apetencia fermentado destinado a ser
afadido a la alimentacion animal, caracterizado porque
comprende el medio de fermentacion obtenido después del
cultivo de al mencs una levadura, conteniendo dicho medio de
fermentacion af menos:

- humedad (H): de 80 a 96% en peso
aproximadamente;

-~ fraccion proteica (FP): de 1,5 a 10,0% en peso
aproximadamente;

- materias grasas (MG): hasta 10% en peso
aproximadamente;

- azucares (A) de 020 a 20% en peso
aproximadamente; y

- cenizas (C) de 03 a 80% en peso
aproximadamente.
en el que dicha fraccion proteica (FP) esta

desprovista de constituyentes de origen animal.

2. Faclor de apetencia segun la reivindicacion 1,
caracterizado porque dichos constituyentes de dicha fraccion
proleica (FP) se seleccionan de entre unas proteinas, unos

_ péptidos, unos aminoacidos, y sus combinaciones.

3. Factor de apetencia segln la reivindicacién 1 6
2, caracterizado porque dicha fraccion proteica (FP)
comprende al menos 90% en peso aproximadamente de uno o
varios aminoacidos seleccionados de entre la alanina, la
treonina, Ia lisina, los aminoacidos azufrados, y se seleccionan
preferentemente de entre los aminoacidos azufrados.

4. Factor de apetencia segun la reivindicacién 3,
caracterizado porque dicha fraccion proteica (FP) comprende
al menos 95%, preferentemente al menos 98%, todavia mas
preférentemente al menos 99% en peso aproximadamente de
dicho o dichos aminoécido(s).

5. Factor de apetencia seguin la reivindicacion 3 ¢
4, caracterizado porque dichos aminoacidos azufrados se
.seleccicnan de entre la metionina y la cisteina, y son
preferentemente unas metioninas.

6. Factor de apetencia segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a &, caraclerizado porque presenta un pH
comprendido entre 1,6 y 35 aproximadamente,
preferentemente un pH comprendido entre 26 y 3.2
aproximadamente.

7. Factor de apetencia segin cualguiera de las
reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque dicha levadura se
selecciona de enlre Yamowia sp., Saccharomyces sp.,
Candida sp., Kluyveromyces sp., Pichia sp., Debaryomyces
sp., Zygosaccharomyces sp.

8.  Faclor de apetencia segun la reivindicacién 7,
caracterizado porque dicha levadura se selecciona de entre
Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae, Candida
versatilis, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Pichia
pastoris, Debaryomyces harsenii, Zygosaccharomyces rouxii.

9. Factor de apetencia segun la reivindicacion 8,
caracterizado porque dicha levadura es Yarrowia lipolytica.

10. Factor de apetencia segun cualguiera de las
reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque se presenta en
forma liquida lista para su uso.

11, Factor de apetfencia segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, como producto intermedio en la
preparacibn de un factor de apetencia fermentado
concentrado.

12. Factor de apetencia segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque se aplica y/o se
incorpora a dicha alimentacion animal,

13.  Factor de apetencia segln |a reivindicacion 12,
caracterizado porque se usa en asociacion con uno o varios
factores de apetencia tales como unos factores de apetencia
de origen animal y/o vegetal.

14.  Factor de apetencia segun la reivindicacion 12
6 13, caracterizado porque se usa en una cantidad de 1 a 10%
en peso aproximadamente, preferentementé en una cantidad
de 2 a 4% en peso aproximadamente.
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Doctor(a)l
FERRERG EMILIO

"

REFERENCIE Radicacién No. , 08 24522

Sclicitud internacional BCT/EP2006/064474
Fecha inicie fase nacional 09/03/2008
Tramite . 11

Evenio 378

Actudcién ' 439

Oficio Ne. éség ‘ .

Comc resultado del exiﬁén de forma, realizade con fundamento =n el articule 38 de
la Decisidn |, 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de’
Cooperacién en Materia ! de patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La B&olicitud no qutiéhe la copia del documente en gue consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. {Art. 26-k)
Decizién 4885, ‘

2. La 'solicitud ne contiene el poder debidamente otorgado, con el llenc de loa
requisitos exigidos ! por logs articulos 63 y subsiguisntes del Cddigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera presentar el documentc que acredita la
existencia vy represenfatién"legal de la sociedad sclicitante, cuando ésta fuere
persona juridica. : : '

En cumplimiento de 1o digpuesto por el articulo 39 de la Decisidén 485, se le
requiere para que dentro del tBrmino de dos meses ‘siguientes a la fecha de
notificacién del presente’ oficio, complete los reguisitos anteriormente enunciados.
Fn casc de no dar cumplimiente al presente reguerimiento, la sclicitud se
considerard abandenada y perderd su prelacién. )

Noﬁifiquese el pre

-ntefoficio conforme a lo dispuesto en el nuameral 5.2, literal
e), del capitulo qui

firo de itulc primero de la Circular Unica No.l1l0 de 2001,

ALTY CARMENZA é
Jefe de la divi

SPEDES DE{VERGEL
ién de Nugvas Creaciones

: ‘
=l anterioy requerimiento  fue notificado por fijacién en lista de

AR

jfernand



