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DESCRIPCION
Formulaciones de enzimas mejoradas para pienso.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a mejoras en la fabricacion de piensos. Mas en particular, la invencion se refiere a
métodos para producir un producto que contenga enzima, mejorado, para uso en la fabricacion de pienso y a los
productos producidos por tales métodos.

Antecedentes de la invencion

Los alimentos para animales estan constituidos predominantemente por cereales y proteinas vegetales, una gran
porcién de los cuales no puede ser digerida completamente por los animales monogastricos, incluyendo cerdo y
aves de corral. Mucha de la energia disponible esta contenida en la forma de polisacaridos no de almidon (PNA) que
los animales monogastricos no pueden digerir. De manera similar, la mayoria de los materiales vegetales usados en
los piensos contiene el fésforo mineral que esta unido en la forma de acido fitico y no puede ser degradado por los
animales monogastricos. Las enzimas externas, por ejemplo, fitasa, afadidas directamente a los piensos actuan
como suplementos para las enzimas digestivas normales ya presentes en el sistema digestivo de los animales. La
adicién de enzimas ayuda a mejorar la digestibilidad, facilitando la mejor utilizacién de los piensos. Cuanto mas
pueda utilizar un animal el pienso, mejor sera la realizacion del animal (por ej., ganancia de peso aumentada) y
menor sera la carga medioambiental en términos de estiércol u otro desecho.

Para la utilizacion de fésforo de fitato y minerales y elementos traza unidos en complejos de acido fitico, es
necesaria la hidrdlisis de los grupos fosfato unidos de tipo éster de acido fitico por la fitasa. Las fitasas pertenecen a
un grupo especial de fosfatasas que pueden hidrolizar fitato a una serie de ésteres de fosfato inferiores de
mioinositol y fosfato. Se conocen dos tipos de fitasas: 3-fitasa y 6-fitasa, que indica el ataque inicial del enlace éster
del fosfato susceptible. Aunque los animales monogastricos carecen de suficiente fitasa para utilizar con eficacia
fésforo de fitato, muchos hongos, bacterias y levaduras producen fitasa que puede utilizarse para suplementar
raciones para los animales.

Los efectos beneficiosos de las fitasas suplementarias en la digestibilidad del fésforo y la realizacion del animal
estan bien documentados. La eficacia de cualquier preparacién enzimatica depende no sélo del tipo, la tasa de
inclusion y el nivel de actividad presente, sino también de la capacidad de la enzima para mantener su actividad en
las diferentes condiciones encontradas por el tubo digestivo y las condiciones usadas para el tratamiento previo de
una formulaciéon de pienso.

Desafortunadamente, durante el procedimiento de fabricacion del pienso (en general, extrusion, granulacion, etc.),
las condiciones de alta temperatura y presion con frecuencia dan como resultado una pérdida significativa de
ingredientes sensibles al calor y/o solubles en agua, valiosos, tales como las enzimas. Los ingredientes también se
pueden perder en procedimientos posteriores a la fabricacion cuando los piensos se exponen al aire y al agua
durante, por ejemplo, el almacenamiento y la manipulacién, o de condiciones que tienen lugar en el sistema propio
del animal. La pérdida de valor o funcionalidad del ingrediente puede ser costosa y aumentar el riesgo de pérdida de
una composicion de pienso fijada como objetivo que sea necesaria para la realizacién 6ptima del animal. Debido a
que la mayoria de las enzimas comerciales disponibles en la actualidad no son termotolerantes, con frecuencia se
aplican posteriormente a la granulacién, en general via pulverizacion de una disolucidon enzimatica sobre el pienso
granulado para evitar la inactivacion por calor de la enzima o las enzimas que tendria lugar durante el procedimiento
de granulacién. Sin embargo, las cantidades de enzima en las preparaciones de pienso finales normalmente son
muy pequenas, lo que hace dificil conseguir una distribucion homogénea de la enzima en el pienso y los liquidos son
notoriamente mas dificiles de mezclar uniformemente que los ingredientes secos. Ademas, se requiere equipo
especializado (caro) para afiadir liquidos al pienso después de la granulaciéon que no esta disponible en la actualidad
en la mayoria de las fabricas de piensos (debido al coste extra).

Las formulaciones secas de enzima o enzimas, por otra parte, presentan la desventaja potencial de la inactivacion
térmica de las enzimas durante la granulacién. Los protocolos de fabricacion preferidos en la industria de los piensos
implican la granulacidon con vapor en el caso de que el pienso se someta a inyeccion o inyecciones de vapor
previamente a la granulacién. En la etapa de granulacion posterior, el pienso es forzado a través de una matriz o
boquilla y se cortan las tiras de mezcla extruida resultantes en granulos adecuados de longitud variable. El contenido
en humedad inmediatamente antes de la granulacién es generalmente entre 15-25% y tipicamente entre 18% y 19%.
Durante este procedimiento, las temperaturas del pienso pueden elevarse a 60-95°C o mas. El efecto combinado de
alto contenido en humedad y alta temperatura es perjudicial para muchas enzimas. Estas desventajas también se
encuentran en otros tipos de tratamientos termomecanicos tales como extrusion y expansion.

Una propuesta para resolver el problema de pérdida de actividad enzimatica durante el procedimiento de
calentamiento ha sido descubrir o lograr por bioingenieria enzimas termotolerantes. Por ejemplo, la Patente de
EE.UU. 7.135.323 describe una fitasa termotolerante lograda por bioingenieria que retiene al menos el 40% de
actividad después de 30 minutos a aproximadamente 60°C y que presenta una alta actividad especifica, es decir, al
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menos aproximadamente 200 unidades de fitasa/mg a 37°C y un pH acido, por ej., pH 4,5. Dicha fitasa
termotolerante comercialmente disponible como Fitasa Quantum™ presenta una actividad especifica 8 veces mayor
que otras enzimas comercialmente disponibles y puede afiadirse previamente a la granulacion, facilitando de ese
modo la producciéon de un pienso con una distribucion mejorada de la enzima. Por otra parte, el pienso que
comprende la Fitasa Quantum™ puede presentar una semivida mayor que el pienso pulverizado con fitasa, ya que
el procedimiento de pulverizacion introduce humedad que puede soportar crecimiento fungico y bacteriano durante el
almacenamiento.

Ha habido intentos previos de proteger algunos de los ingredientes mas susceptibles o costosos recubriéndolos con
diversos materiales. Las propuestas practicadas hasta la fecha incluyen combinaciones de recubrimiento de
ingredientes modificados de manera quimica con varios materiales para conseguir proteccion. Una técnica usada fue
recubrir el ingrediente con alguna forma de lipido tal como grasas o acidos grasos procedentes de una variedad de
fuentes animales y vegetales usando un procedimiento tal como la microencapsulaciéon. Sin embargo, dichos
recubrimientos presentan todos una caracteristica comun por que sus puntos de fusidon no exceden cominmente de
aproximadamente 70°C. Por lo tanto, su uso eficaz como un recubrimiento protector estd normalmente limitado a
entornos de tratamiento por debajo de 70°C. Las temperaturas asociadas a los procedimientos de extrusion y
granulaciéon son tipicamente mayores que 70°C y los piensos producidos por extrusion con frecuencia requieren
secado a temperaturas que exceden de 100°C, haciendo asi los recubrimientos de lipidos en gran parte ineficaces
para maxima proteccion del ingrediente cuando se usan dichos procedimientos de fabricacion a temperatura alta.
Ademas, estas técnicas emplean grandes cantidades de lipido, que se fija tipicamente en capa sucesivas alrededor
del ingrediente. Esto puede reducir enormemente la biodisponibilidad del producto tratado.

La patente de EE.UU. 2005/163765 describe un procedimiento para la preparacion de un granulado que contiene
enzimas, en el que un liquido que contiene enzimas, acuoso, es, opcionalmente enriquecido con un portador sélido
y/o ingredientes aditivos, tratado en granulos, secado y con posterioridad recubierto con una poliolefina,
preferiblemente polipropileno y/o polietileno.

La patente internacional WO 92/12645 describe una enzima que contiene granulado en T que esta recubierto con un
agente de recubrimiento que comprende una grasa o cera de fusion alta.

La patente de EE.UU. 6.610.519 describe una composicién de fitasa sélida con una actividad de fitasa de por encima
de 20 FYT/g que contiene una fuente de acido lactico tal como licor de maceracion del maiz para estabilizar la fitasa.
La patente de EE.UU. 6.500.426 describe granulos que contienen enzimas para fabricar composiciones de pienso
usando un portador que contiene al menos aproximadamente 15% (p/p) de carbohidrato tal como almidén y menos
de 5% (p/p) de proteina.

La patente de EE.UU. 6.136.772 describe granulos que contienen enzimas que comprenden (a) una enzima y (b) un
nucleo que puede de manera intrinseca absorber al menos 5% p/p (basado en el peso del nucleo) de agua y
procedimientos para la produccién de tales granulos.

La patente internacional WO 94/17106 describe un método y preparacion para el almacenamiento y suministro de
reactivos proteinicos purificados que comprende una cantidad de un primer portador de cera, teniendo el primer
portador de cera un primer punto de fusién y una cantidad de un primer reactivo, en el que el primer reactivo es una
preparacion sustancialmente purificada de un reactivo proteinico.

La patente internacional WO 98/27199 describe un procedimiento para la inmovilizacion de una enzima, que
comprende las etapas: a. seleccionar una enzima anfifilica para inmovilizacién, b. preparar una emulsién que
comprenda una fase hidréfoba continua y una fase acuosa dispersada, fase acuosa que contenga la enzima y
material adecuado para actuar como portador para la enzima cuando se lleve a cabo la siguiente etapa, material que
se disuelva parcialmente y no se disuelva parcialmente en la fase acuosa, c. retirar agua de la fase dispersada hasta
que esta fase se transforme en particulas recubiertas de enzima sdélidas.

Aunque las enzimas termotolerantes tales como la fitasa mejoran enormemente la fabricacion de pienso, se
requieren mas mejoras para proteger la enzima de temperaturas incluso mayores manteniendo aun su
biodisponibilidad. Por lo tanto, existe una necesidad de proporcionar un producto que contenga enzima, que sea
adecuado para uso en la produccion de pienso que presente estabilidad de la enzima mejorada durante el
tratamiento térmico.

De acuerdo con esto, la presente invenciéon proporciona un método para preparar un producto enzimatico
termoestable, mejorado, para uso en la fabricacion de pienso.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un método para preparar un producto enzimatico termostable para uso en la
fabricaciéon de pienso que comprende:

a. combinar (i) una enzima, (ii) un portador sélido y (iii) una sustancia hidréfoba fundible seleccionada de: aceite de
ricino hidrogenado, una mezcla de aceite vegetal hidrogenado y no hidrogenado, una cera microcristalina, acido 12-
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hidroxiestearico, aceite de almendra de palma hidrogenado, aceite de palma hidrogenado, aceite de colza
hidrogenado y cera parafinica de fusion alta para proporcionar un producto combinado;

b. opcionalmente aplicar suficiente calor al producto combinado de la etapa (a) para permitir que funda la sustancia
hidréfoba fundible;

c. enfriar el producto combinado para proporcionar el producto enzimatico termoestable y
d. opcionalmente secar el producto a un contenido de humedad deseado.

La cantidad de sustancia hidrofoba fundible usada en la presente invencién puede ser insuficiente para proporcionar
un recubrimiento contiguo alrededor de la enzima que se tiene que proteger. La biodisponibilidad de la enzima se
mantiene, por lo tanto. Afadir dicha sustancia hidréfoba fundible a una formulacién enzimatica sorprendentemente e
inesperadamente mejora la estabilidad térmica del producto enzimatico sobre productos similares sin la sustancia
hidréfoba fundible. Sin desear estar ligados por la teoria, se formula la hipétesis de que la realizacién mejorada de
los productos producidos segun la presente invenciéon es debida a una combinacion de la capacidad térmica
aumentada de la sustancia hidréfoba fundible (reduciéndose de ese modo el impacto directo del calor sobre las
enzimas durante el procedimiento de granulacion del pienso) y la naturaleza hidréfoba del tratamiento, que reduce la
tasa de entrada de humedad (vapor) a la posicion de la enzima en el producto durante el procedimiento de
granulacion del pienso. La sustancia hidréfoba fundible segun la presente invencién se selecciona como se definié
anteriormente e incluye (por sus siglas en inglés): aceite de ricino hidrogenado (HCO), aceite de almendra de palma
hidrogenado (HPKO), aceite de palma hidrogenado (FHPO o Akoflake Palm 58 (AP)) o aceite de colza hidrogenado
(FHRO o Akoflake FSR (AFx, donde x= F (escama) o M (masa fundida))), una mezcla de aceite vegetal hidrogenado
y no hidrogenado (PB3), acido 12-hidroxiestearico (12-HAS), cera microcristalina tal como Cerit HOT y ceras
parafinicas de fusion alta tales como Mekon White. Esta sustancia hidréfoba fundible como se definié anteriormente
puede ser un Unico componente o proceder de mezclas de productos disefiados para producir un punto de fusién
deseado.

El producto enzimatico termotolerante obtenido segun la invencion puede ser afiadido como un suplemento a pienso
o0 a componentes de pienso previamente a, o durante, el tratamiento del pienso. El producto enzimatico
termotolerante obtenido segun la invencidon puede ser afiadido a una mezcla de componentes del pienso
previamente a, y/o durante, el acondicionamiento térmico (por €j., vapor) en una fabrica de granulos. Asi, la
invencion incluye métodos para preparar y usar un producto enzimatico termotolerante. La presente invencion se
refiere también, en general, a un método para preparar un suplemento alimenticio para animales monogastricos. El
método incluye tratar una enzima con una cantidad protectora de una sustancia hidréfoba fundible biocompatible.

Segun un aspecto, la presente invenciéon proporciona un producto enzimatico termoestable para uso en la
fabricaciéon de pienso que comprende:

a. combinar (i) una enzima, (ii) un portador sélido y (iii) una sustancia hidréfoba fundible seleccionada de: aceite de
ricino hidrogenado, una mezcla de aceite vegetal hidrogenado y no hidrogenado, una cera microcristalina, acido 12-
hidroxiestearico, aceite de almendra de palma hidrogenado, aceite de palma hidrogenado, aceite de colza
hidrogenado y cera parafinica de fusién alta para proporcionar un producto combinado;

b. opcionalmente aplicar suficiente calor al producto combinado de la etapa (a) para permitir que funda la sustancia
hidréfoba fundible;

c. enfriar el producto combinado para proporcionar el producto enzimatico termoestable y
d. opcionalmente secar el producto a un contenido de humedad deseado.

En un aspecto de esta realizacion, es posible modificar el orden de adicién y/o tratamiento, tal como preparando un
producto enzimatico seco como una primera fase afiadiendo enzima a un portador solido y afiadiendo después la
sustancia hidréfoba fundible. En una realizacion, la enzima es fitasa y la sustancia hidréfoba fundible se selecciona
del grupo que consiste en: aceite de ricino hidrogenado, aceite de almendra de palma hidrogenado, aceite de colza
hidrogenado, aceite de palma hidrogenado, una mezcla de aceite vegetal hidrogenado y no hidrogenado, acido 12-
hidroxiestearico, Cerit HOT y Mekon White. Lo anterior y otros aspectos de la invencion llegaran a ser mas evidentes
a partir de la siguiente descripcion detallada.

Descripcion de la secuencia en el listado de secuencias.
SEC ID N°: 1 es la secuencia de aminoacidos de una fitasa Gtil como un suplemento en pienso.
Descripcion detallada de la invencién

Las enzimas tales como la fitasa son importantes como suplementos alimenticios para los animales, en particular los
animales monogastricos como aves de corral y cerdos y es deseable proporcionar la maxima cantidad de enzima.
Puesto que la mayoria de los productos enzimaticos comerciales no es termoestable, la cantidad de enzima
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disponible para los animales esta limitada por el procedimiento a alta temperatura/vapor con el que se fabrica el
pienso. Las sustancias hidréfobas fundibles y el método para su uso, descritos en la presente memoria, pueden
proporcionar mayor proteccion frente al calor y al agua de la funcionalidad de la enzima durante los procedimientos
de fabricacion de pienso y mantener la biodisponibilidad.

En una realizacion, la presente invencioén incluye un método para preparar un producto enzimatico termoestable para
uso en la fabricacion de pienso que comprende:

a. combinar (i) una enzima, (ii) un portador sélido y (iii) una sustancia hidréfoba fundible seleccionada de: aceite de
ricino hidrogenado, una mezcla de aceite vegetal hidrogenado y no hidrogenado, una cera microcristalina, acido 12-
hidroxiestearico, aceite de almendra de palma hidrogenado, aceite de palma hidrogenado, aceite de colza
hidrogenado y cera parafinica de fusion alta para proporcionar un producto combinado;

b. opcionalmente aplicar suficiente calor al producto combinado de la etapa (a) para permitir que funda la sustancia
hidréfoba fundible;

c. enfriar el producto combinado para proporcionar el producto enzimatico termoestable y
d. opcionalmente secar el producto a un contenido de humedad deseado.

En un aspecto de esta realizacion, la sustancia hidréfoba fundible se afiade en la etapa (a) como escamas sdlidas o
como un liquido fundido prefundido. El experto reconocera que si se afiade la sustancia hidréfoba fundible como un
liquido fundido prefundido, la etapa (b) puede no ser necesaria.

Los componentes referidos en la etapa (a) pueden combinarse en una sola etapa o alternativamente, en etapas
separadas. Por ejemplo, la enzima se puede combinar primero con el portador sélido y opcionalmente agua,
opcionalmente seco, y después la combinacion enzima/portador resultante combinada con la sustancia hidréfoba
fundible. En una realizacion, la enzima se produce en una planta, incluyendo pero no limitandose a, maiz o trigo y
ese grano que contiene enzima se muele para producir un granulado o harina que comprende enzima activa en
cantidad suficiente para producir un producto de efecto biolégico cuando se estabiliza por el método de la invencion.
En otra realizacion, se realiza una o mas de las etapas en un aparato de lecho fluidizado.

En otra realizacion, el portador sélido es un material absorbente y/o adsorbente. Los ejemplos de portadores sélidos
que son adecuados para uso en el método de la presente invencion incluyen, sin limitacion, absorbentes de fuentes
vegetales tales como granos de semillas molidos, por ejemplo, maiz molido, trigo molido, harinillas de trigo, harina
de soja, cascaras de arroz, pienso de gluten de maiz, sémola de maiz, granos secos de destilacion y otros
portadores adecuados u homologados para uso en pienso. El portador sélido también puede ser, pero no limitarse a,
un absorbente de fuente mineral, por ejemplo, silice, tierra de diatomeas o arcilla. En un aspecto de esta realizacion,
el portador sdlido es trigo o maiz molido. En otro aspecto, el portador sélido es harina de trigo o de maiz.

Por sustancia hidréfoba “fundible” se quiere decir una sustancia hidréfoba que es soélida a la temperatura de
almacenamiento ambiente tipica de un pienso producto pero funde a una temperatura por encima de ésta. En una
realizacion, las temperaturas de fusién oscilaran de 25°C a 120°C. La temperatura superior esta limitada por la
capacidad para fundir la sustancia hidréfoba en el procedimiento y la estabilidad de la enzima a estas temperaturas
elevadas durante el periodo de tratamiento. En un aspecto de esta realizacion, la sustancia hidréfoba presenta un
punto de fusién en el intervalo 25-95°C. En otro aspecto de esta realizacién, la sustancia hidréfoba presenta un
punto de fusién en el intervalo 30-90°C. En otro aspecto mas de esta realizacion, la sustancia hidréfoba presenta un
punto de fusién en el intervalo 50-90°C. En otro aspecto mas de esta realizacion, la sustancia hidréfoba presenta un
punto de fusién en el intervalo 60-80°C. En otro aspecto mas de esta realizacion, la sustancia hidréfoba presenta un
punto de fusién en el intervalo de 82-86°C. En otro aspecto de esta realizacion, la sustancia hidréfoba fundible
presenta un punto de fusiéon en el intervalo de 66-69°C. En otro aspecto mas de esta realizacién, la sustancia
hidréfoba fundible presenta un punto de fusién en el intervalo de 58-60°C. En otro aspecto mas de esta realizacion,
la sustancia hidréfoba presenta un punto de fusion en el intervalo de 38-46°C.

En una realizacion, el producto que contiene enzima de la presente invencién puede comprender cualquier cantidad
adecuada de una sustancia hidréfoba fundible que proteja la enzima y mantenga la biodisponibilidad. En un aspecto
de esta realizacion, el producto que contiene enzima comprende 1-30% en peso de una sustancia hidréfoba fundible.
En otro aspecto de esta realizacion, el producto que contiene enzima comprende 5-20% en peso de una sustancia
hidréfoba fundible. En otro aspecto de esta realizacion, el producto que contiene enzima comprende al menos 5% o
mas en peso, por ejemplo 7,5%, 10%, 20% o 30% de una sustancia hidréfoba fundible. Sin desear estar limitados
por la teoria, se piensa que el tratamiento de la enzima con una sustancia hidréfoba fundible protege la matriz del
producto enzimatico del efecto de la temperatura y la humedad durante el procedimiento de granulacion. Se afiade
una concentracion suficiente de una sustancia hidréfoba fundible a la matriz para efectuar el tratamiento y asegurar
la retencion mejorada de actividad de la enzima, sin tener en cuenta la concentracion de enzima presente en la
matriz.

Tipicamente, la enzima fitasa, en la que la fitasa comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 1 se
formula que contenga 2.500 unidades de fitasa/g de producto como un producto granular concentrado. Este producto
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se mezcla después (se diluye) con agentes alimenticios adecuados y se mezcla por un procedimiento de
calentamiento/granulacién para producir un pienso que contiene una cantidad prescrita de enzima fitasa. Esta
cantidad de enzima se determina por las necesidades de pienso de la especie animal fijada como objetivo, la edad y
el uso deseado (por ejemplo, laminas o parrillas para pollos) y la naturaleza de la enzima. Es posible producir un
producto concentrado segun la invencién en el que la carga enzimatica sea mucho mayor. Por ejemplo, es posible
producir un producto granular que contenga hasta al menos 20.000 unidades de fitasa/g. Los limites superiores de
concentracion estan limitados predominantemente por la capacidad para dosificar dicho producto concentrado con
precisiéon en una gran masa de pienso y asegurar que la enzima se distribuya de manera uniforme por toda la masa
de pienso antes y después del procedimiento de granulacion del pienso. Con un producto de fitasa tipico que se
formula para que contenga 2.500 unidades de fitasa/g, aumentar la concentracion del producto a 20.000 unidades de
fitasa/g requeriria que se aplicara solo 12,5% del peso de un producto concentrado comparado con las clasicas
2.500 unidades de fitasa/g. Para un producto de 40.000 unidades de fitasa/g, solo se requeriria que se aplicara
6,25% del producto concentrado para suministrar el mismo efecto que un producto clasico de 2.500 unidades de
fitasa/g. Ese producto concentrado se estabilizaria aun por los niveles relativamente bajos (1-30%) de sustancia
hidréfoba fundida como se describe en la presente memoria. Por otra parte, los ahorros de coste de emplear
productos que contengan fitasa mas concentrada son evidentes por si mismos. Si la dosificacion y distribucion de
dichos productos concentrados fuera problematica, también es posible considerar una alternativa econémica para
tratar toda la enzima a una concentracion inferior considerando una dilucion previa de la enzima concentrada (por
ejemplo, a 20.000 unidades de fitasa/g) con un diluyente adecuado para producir una materia prima aceptable para
el procedimiento de granulacion final del pienso completo. Esto introduciria ahorros de coste por la capacidad para
granular una cantidad muy reducida de enzima con el sélido hidréfobo fundible. Claramente, hay opciones aqui para
un experto en la materia para variar la concentracion de enzima en el producto granulado para ofrecer beneficios de
coste mejorados sin comprometer la tolerancia térmica aumentada del producto conseguida por el tratamiento con
un solido hidréfobo fundible. Aunque las concentraciones de enzima mencionadas son especificas para enzima
fitasa, los principios se pueden aplicar igualmente a otros sistemas enzimaticos dependiendo de sus tasas de uso y
actividades especificas. También es posible considerar niveles mucho menores de enzima contenidos en el producto
concentrado. Dichos productos también requeriran cargas de un sélido fundible hidréfobo en el intervalo 1-30%.

En otra realizacion, la invencioén incluye una disoluciéon que contiene enzima que comprende una o mas enzimas
adecuadas para uso en un pienso. En un aspecto de esta realizacion, se selecciona una enzima del grupo que
consiste en: fitasa, fosfatasa, xilanasa, celulasa, glucanasa, mananasa, amilasa, alfa-amilasa, glucoamilasa,
peptidasa, lipasa, esterasa, manasa, quitinasa, p-1,3- y p-1,4-glucanasa, glucosa oxidasa, catalasa, galactosidasa,
glucosidasa, hemicelulasa, invertasa, pectinasa, pululasa y proteasa. El experto reconocera que se pueden usar
enzimas y otros ingredientes alimenticios termolabiles distintos de los enumerados especificamente en la presente
invencion. En otro aspecto de esta realizacién, la enzima es una fitasa. En otro aspecto mas de esta invencion, la
fitasa comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 1. En otra realizacion, la enzima que se tiene que
proporcionar en la presente invenciéon es un producto sélido en vez de una disolucion.

El experto reconocera que la presente invencion se puede aplicar para proteger otros componentes labiles del
procedimiento térmico de concentrados de pienso. Tales especies se pueden seleccionar de, pero no limitarse a
ninguno de los siguientes grupos, individualmente o en combinacion: vitaminas, tales como vitamina A, B12, D, D3, E,
riboflavina, niacina, colina, acido félico, etc.; acidos nucleicos y nucledtidos, etc., tales como guanina, timidina,
citosina, adenina, etc.; aminoacidos, tales como glicina, lisina, treonina, triptéfano, arginina, tirosina, metionina, etc.;
micro-organismos, tales como Aspergillus niger, A. oryzae, Bacillus subtilis, B. licheniformis, Lactobacillus
acidophilus, L bulgaricus, etc.; medicamentos y vacunas, tales como clortetraciclina, eritromicina, oxitetraciclina, etc.,
y potenciadores del sabor, tales como, azucares, especias, aceites esenciales, saborizantes sintéticos, etc.

El producto enzimatico tratado con sustancia hidréfoba fundible de la invencidon se mezcla con agentes alimenticios
adecuados y se mezcla por un procedimiento de calentamiento/granulacién para producir un pienso que contenga
una cantidad prescrita de enzima fitasa. Este procedimiento implica mezclar todos los componentes entre si
comprimiéndolos por un extrusor con inyeccion de vapor para actuar como un aglutinante/método de pasteurizacion
para producir granulos de pienso adecuados para administracion a animales fijados como objetivo (tales como, pero
no limitandose a, aves de corral o cerdos). Durante este procedimiento, las temperaturas del pienso (referido como
la “papilla”) se pueden elevar a aproximadamente 90°C o superior. A estas temperaturas, la enzima puede ser
desactivada rapidamente. El producto de este procedimiento se ensaya entonces para recuperacion de enzima
(expresado como % recuperado relativo a la papilla no tratada, equivalente, usada para preparar los granulos). El
producto de un procedimiento de granulacion original El producto de un procedimiento de grano a la granulacion
original (mediante el cual se afiade directamente una disoluciéon de enzima a trigo granular molido) se muestra en la
Tabla 2 (referencia QP2500D) como comparacion. Los productos de esta invencion se refieren por el tipo de
sustancia hidréfoba fundible, por ejemplo sin limitacién, HCO es un aceite de ricino hidrogenado con un intervalo de
punto de fusion tipico de 82-86°C, PB3 es una mezcla de aceites vegetales hidrogenados y no hidrogenados con un
intervalo de puntos de fusion tipico de 38-46°C, Akoflake Palm 58 o FHPO es un aceite de palma hidrogenado
(completamente endurecido) con un intervalo de puntos de fusion tipico de 58-60°C, HPKO es un aceite de
almendra de palma endurecido con un intervalo de puntos de fusion tipico de 41-44°C, Akoflake FSR o FHRO es un
aceite de colza hidrogenado (completamente endurecido) con un intervalo de puntos de fusion de 66-69°C. Se
reconocera por el experto en la materia que el punto de fusion real puede variar dependiendo de las condiciones
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medioambientales o fisicas bajo las cuales se calienta la sustancia hidréfoba fundible o la fuente de la sustancia
hidréfoba fundible.

La presente invencién proporciona ademas un producto obtenible por un método de la presente invencién, un
método para preparar un pienso que comprende combinar un producto obtenible por un método de la presente
invencion con ingredientes de pienso adecuados y un pienso asi producido.

El experto en la materia reconocera que el método de la presente invencion puede usarse en otros procedimientos
de formulaciones de pienso incluyendo, pero no limitdndose a, productos secados por pulverizacion, en los que se
atomiza una disolucién que contiene enzima liquida en una torre de secado por pulverizaciéon para formar pequefias
gotitas que durante su descenso por la torre de secado se seca hasta formar un material en forma de particulas que
contiene enzima. Se pueden producir particulas muy pequefias de esta manera (Michael S. Showell (editor);
Powdered detergents; Surfactant Science Series; 1.998; vol. 71; paginas 140-142; Marcel Dekker); productos
estratificados, en los que se recubre la enzima como una capa alrededor de una particula de nucleo preformada, en
la que se atomiza una disolucién que contiene una enzima, tipicamente un aparato de lecho fluidizado en el que se
fluidizan particulas de nucleo preformadas y la disoluciéon que contiene enzima se adhiere a las particulas de nucleo
y se seca hasta dejar una capa de enzima seca sobre la superficie de la particula de nucleo. Se pueden obtener
particulas de un tamafio deseado de esta manera si se puede encontrar una particula de ndcleo util del tamario
deseado. Este tipo de producto se describe, por ejemplo, en la patente internacional WO 97/23606. Se conoce otro
tipo de producto en el que se aplica una particula de nicleo absorbente y en vez de recubrir la enzima como una
capa alrededor del nucleo, se absorbe la enzima sobre y/o en la superficie del nucleo. Dicho procedimiento se
describe en la patente internacional WO 97/39116. Los productos de extrusion o granulados, en los que se presiona
una pasta que contiene enzima a los granulos o se extruye a presion por una pequefia abertura y se corta en
particulas que se secan con posterioridad. Los productos comprimidos, en los que se suspende un polvo enzimatico
en cera fundida y se pulveriza la suspension, por ej., por un atomizador de disco rotatorio, en una camara de
enfriamiento donde las gotitas solidifican rapidamente (Michael S. Showell (editor); Powdered detergents; Surfactant
Science Series; 1.998; vol. 71; pagina 140-142; Marcel Dekker). Productos de granulacion del mezclador, en los que
se afiade un liquido que contiene enzima a una composicion de polvo seco de componentes de granulacion
convencionales. El liquido y el polvo se mezclan en una proporciéon adecuada y a medida que se absorbe la
humedad del liquido en el polvo seco, los componentes del polvo seco empezaran a adherirse y aglomerarse y las
particulas se acumularan formando granulos comprendiendo la enzima.

La invencioén se describira ahora por los siguientes ejemplos, que no se destinan a limitar el alcance de la invencion
de ningun modo. El experto en la materia reconocera que se pueden realizar varias modificaciones y variaciones en
la presente invencion sin apartarse del alcance o el espiritu de la invencion. Por ejemplo, se pueden usar las
caracteristicas ilustradas o descritas como parte de una realizacién en otra realizacién para proporcionar incluso mas
realizaciones. Se desea que la presente invencién cubra dichas modificaciones y variaciones como que se
encuentran dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes.

Ejemplo 1. Preparacion de concentrado de enzima.

Se us6 un concentrado enzimatico comercial Fitasa 2500D Quantum™ (QP2500D) (Syngenta Animal Nutrition, Inc.),
una formulacién seca de la fitasa con una concentracion minima garantizada de 2.500 unidades de fitasa/g, en los
siguientes ejemplos. Se prepara tipicamente QP2500D por pulverizacion de una Fitasa Quantum™ liquida formulada
concentrada, por ejemplo, QP25000CL, que tiene una concentracion minima de 25.000 unidades de fitasa/g en trigo
molido. Se seca el portador de trigo a un contenido de humedad en el intervalo de 10-13% en un secador de lecho
fluidizado de proceso continuo.

Cuando se fabrican granulos de pienso a partir de una papilla que comprende componentes de pienso y el
concentrado de fitasa formulado seco, la papilla se trata haciéndola pasar por un acondicionador reconocido en la
técnica. El acondicionador comprende un tubo de mezcla que también sirve para inyectar vapor a aproximadamente
120°C y una presion de 200 Pa (2 bar). El tiempo de permanencia en el acondicionador es aproximadamente 30
segundos.

Para mejorar la estabilidad térmica, por ejemplo, una reduccion en pérdida de actividad enzimatica, se desarrollaron
métodos para tratar la enzima con una sustancia hidréfoba fundible para minimizar el efecto de vapor y temperatura
manteniendo aun la biodisponibilidad.

Ejemplo 2. Adicién de sustancia hidrofoba fundible, solida, a material en forma de particulas seco.

Los experimentos iniciales indicaron que pulverizar una sustancia hidréfoba fundida, por ejemplo, aceite de ricino
hidrogenado (HCO; punto de fusion tipico 82-86°C), sobre QP2500D en un lecho fluidizado no fue adecuado para
proporcionar un producto termoestable mejorado. Esto es debido al hecho de que se requiere una temperatura de
aproximadamente 100°C para mantener la sustancia hidréfoba en un estado liquido durante la pulverizacion y
dispersion sobre las particulas dando como resultado una pérdida inaceptable de actividad enzimatica. Afadir un
emulsionante no mejoro el procedimiento.
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Se desarrollo después un procedimiento segun el cual se mezclan escamas de HCO sdlido (una sustancia hidrofoba
fundible) con un material en forma de particulas en un secador de lecho fluidizado (SLF) mantenido a temperatura
normal. Después de la mezcla adecuada, se aumenta la temperatura del aire de entrada hasta que se funden las
escamas de HCO. Después se detiene el calentamiento del dispositivo y se enfria el producto tratado resultante a
temperatura normal.

En un procedimiento tipico, se afiaden escamas de HCO sdlido a QP2500D en un secador de lecho fluidizado Strea-
1™ con un recipiente de paredes de vidrio gruesas (Aeromatic-Fielder; Bubendorf, Suiza) a temperatura normal.
Después de mezclamiento adecuado, se aumento la temperatura del aire de entrada a aproximadamente 105°C,
que esta por encima del punto de fusién de HCO (82-86°C), hasta que se fundieron las escamas de HCO y se
trataron las particulas de QP2500D. Después se detuvo el calentamiento del dispositivo y se enfrio el producto a
temperatura normal. Debido a que la temperatura de la pared de vidrio era menor que la del producto, se adhiri6 algo
del producto tratado a la pared de vidrio. Por lo tanto, el producto tratado se tamizé por un tamiz de malla de 2 mm
para devolver el tamafio de particula al del material en forma de particulas de QP2500D original. Para estos
experimentos desarrollados iniciales, se afiadi6 HCO a QP2500D a una tasa para proporcionar un 20% en peso de
carga de tratamiento de cera a las particulas de QP2500D. Este procedimiento dio como resultado un producto
acabado suelto que presentd propiedades de estabilidad térmica mejoradas durante la fabricacion de pienso
comparado con un producto en el que no habia sido afiadida la sustancia hidréfoba fundible. Se evalué una serie de
aceites, aceites hidrogenados y ceras parafinicas durante las pruebas. Algunos de los aceites de alimento/pienso
comercialmente disponibles y aceites hidrogenados presentaron puntos de fusién bajos en el intervalo de 30-50°C y
éstos se desecharon por ser demasiado blandos a temperatura normal o ligeramente elevada para uso en este
procedimiento particular aunque se usaron con posterioridad en el procedimiento descrito en el Ejemplo 8. Otros
diversos aceites y aceites hidrogenados enumerados en la Tabla 1 presentaron puntos de fusion en el intervalo de
70-90°C y se seleccionaron inicialmente para mas experimentos en este procedimiento.

Tabla 1. Sustancias hidréfobas fundibles evaluadas.

Intervalo de puntos

Nombre Abreviatura Composicién de fusion tipico (°C)
Aceite de ricino hidrogenado HCO forma hidrogenada de aceite de 82-86
planta de aceite de ricino Ricinus

communis
Cerit HOT CH cera microcristalina 79-85
acido 12-hidroxiestearico 12-HSA derivado por hidrélisis de HCO 76-78
Aceite de almendra de palma HPKO forma hidrogenada de aceite de 41-44
hidrogenado almendras de la palma de aceite

Elaeis spp
Aceite de colza completamente FHRO forma hidrogenada de aceite de las 66-69
endurecido semillas de la planta de colza

Brassica napus

Aceite de palma completamente FHPO forma hidrogenada de aceite del 58-60
endurecido fruto de la palma de aceite Elaeis

Spp
PB3 PB3 mezcla patentada de aceite vegetal 38-46

hidrogenado y aceite vegetal

Akoflake Palm 58 AP aceite de palma completamente 58-60
endurecido

Akoflake FSR AFF aceite de colza completamente 66-69
endurecido

Mekon white Mw cera parafinica de fusién alta 88-92
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Ejemplo 3. Desarrollo del procedimiento de secador de lecho fluidizado adicional.

Durante el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, tuvieron lugar varios cambios en temperatura (es decir,
calentamiento y enfriamiento) en cada etapa. Para optimizar el procedimiento de fabricacion de un material en forma
de particulas seco, se desarrollé un procedimiento en una sola etapa mediante el cual durante la preparacion del
producto tratado con sustancia hidréfoba fundible, se pudieron tratar juntos el portador sélido, enzima y sustancia
hidréfoba fundible con cambio minimo de temperatura.

Se desarrollaron dos métodos: Método 1. Se pulveriza un portador sélido con una cantidad deseada de disolucién
enzimatica liquida en un secador de lecho fluidizado. Se retira la humedad en exceso aumentando la temperatura de
entrada. Se afiade una sustancia hidroéfoba fundible, sélida, y se mezcla con los otros componentes. La temperatura
del aire de entrada se aumenta después para fundir la sustancia hidréfoba en el material en forma de particulas de
portador/enzima, soélido.

En un procedimiento tipico, se pulverizaron 50 g de un concentrado de fitasa de 25.000 unidades de fitasa/g nominal
sobre 500 g de trigo molido en un secador de lecho fluidizado Strea-1™ y se aumentd la temperatura a
aproximadamente 50°C para proporcionar un material en forma de particulas recubierto de enzima, seco, de 2.500
unidades de fitasa/g nominales. Después se anadieron 100 g de escamas de HCO sdlidas y se mezclaron con el
material en forma de particulas. Después se aumento la temperatura del aire de entrada a aproximadamente 105-
110°C hasta que se fundieron las escamas de HCO y se trataron las particulas.

Método 2. Se mezclaron un portador sélido y una sustancia hidréfoba fundible, sélida, en un secador de lecho
fluidizado a temperatura normal. Después se pulverizd un concentrado enzimatico liquido sobre la mezcla. Se
calienta progresivamente la temperatura del aire de entrada a un nivel para retirar la humedad en exceso y después
para fundir la sustancia hidréfoba como en el Método 1.

En un procedimiento tipico, se mezclaron entre si 500 g de trigo molido y 100 g de escamas de HCO sdlidas en un
secador de lecho fluidizado Strea-1™ a temperatura normal. Después se pulverizaron 50 g de un concentrado de
fitasa de 25.000 unidades de fitasa/g nominales sobre la mezcla resultante. Después se aumento progresivamente la
temperatura del aire de entrada a aproximadamente 105-110°C que retira la humedad en exceso, se fundié el HCO
y se trataron las particulas.

Este método presenta una ventaja sobre el Método 1 por que minimiza el numero de etapas separadas requeridas
para conseguir el producto deseado.

Tanto el Método 1 como el Método 2 pueden incorporar opcionalmente una etapa intermedia en la que se eleva la
temperatura del aire de entrada, tipicamente a 80°C, para retirar el agua en exceso de los componentes previamente
a la fusion del HCO.

Tanto el método 1 como el método 2 dan como resultado un producto suelto que se asemeja fisicamente al producto
obtenido en el Ejemplo 1.

Ejemplo 4. Extrapolacion del procedimiento.

Se llevaron a cabo mas pruebas para evaluar los métodos desarrollados descritos en el Ejemplo 2 en un secador de
lecho fluidizado Glatt® a escala piloto con un recipiente de paredes de acero inoxidable (Glatt Ingenieurtechnik
GmbH, Weimar, Alemania). El uso de un recipiente de acero inoxidable en vez de un recipiente de vidrio dio como
resultado paredes del recipiente de temperatura mucho mayor y una reduccion resultante en adhesion del producto
acabado a las paredes. Estas pruebas mostraron que se posible usar un método de una sola etapa para fabricar un
producto que comprende de aproximadamente 10% a aproximadamente 20% de HCO virtualmente sin formacion de
grumos en una escala de 2,5-3,0 kg.

Durante el procedimiento, se aumento la temperatura de entrada de temperatura normal a aproximadamente 105-
110°C para fundir el HCO. De nuevo, se puede incorporar opcionalmente una etapa intermedia que implica una
temperatura de entrada de tipicamente 80°C para retirar humedad en exceso. Se consiguié tipicamente la
temperatura de entrada en un par de minutos aumentado la temperatura del aire de entrada, pero se observo que se
elevaba la temperatura del aire de salida lentamente por un periodo de tipicamente 10 a 40 minutos, dependiendo de
la escala. Cuanta mas agua se elimina, este efecto llega a reducirse gradualmente y la temperatura del producto se
eleva hasta que es eventualmente suficientemente alta para que funda el HCO vy fluya por las particulas de trigo. El
procedimiento se completé reduciendo la temperatura del aire de entrada tan rapidamente como fue posible para
“congelar” o solidificar la sustancia hidréfoba fundible y se mantuvieran las particulas tratadas discretas.

Ejemplo 5. Mezcladores discontinuos.

Se desarrollé6 un medio alternativo para producir producto tratado con HCO usando un mezclador de alta energia,
por ejemplo, un mezclador Ploughshare® (Gebr. Loédige, Maschinenbau, Alemania). El experto en la materia
reconocera que se pueden usar otros mezcladores de este tipo. Se pone concentrado de fitasa seco (Fitasa 2500D
Quantum™) en la camara mezcladora de un mezclador Ploughshare. Mientras la camara esta en movimiento, se
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suministra HCO fundido de un sistema de bombeo calentado a la camara via una boquilla de chorro o boquillas de
chorro. Opcionalmente, la camisa de calentamiento de la camara de mezclamiento puede ser de temperatura
controlada bombeando agua a hasta 75°C para prolongar el estado fundido del HCO durante el procedimiento de
tratamiento de las particulas.

Después de que se completa el tratamiento, se deja enfriar el lote a temperatura normal mientras se mantiene la
mezcla para conseguir un producto suelto similar a los descritos anteriormente. En un procedimiento tipico, se tratan
8 kg de Fitasa 2500D Quantum™ con 1.600 g de HCO fundido a aproximadamente 100°C, después se mezcla
durante 5 minutos. Después de mezclamiento, las particulas resultantes tienen un tratamiento homogéneo con cera.

Ejemplo 6. Mezcladores del procedimiento continuo.

Se desarroll6 otro método usando un mezclador de procedimiento continuo, por ejemplo, el mezclador de paletas de
alto cizallamiento continuo Turbulizer® (Bepex International LLC, Minneapolis, MN). El experto en la materia
reconocera que se pueden usar otros mezcladores de este tipo. Usando un procedimiento similar al descrito en el
Ejemplo 4, pero en un procedimiento continuo, se alimenta Fitasa 2500D Quantum™ y HCO fundido por dispositivos
de suministro medidos a una camara de mezcla. Por ajuste adecuado de los angulos de las paletas en el mezclador,
se ajusta el tiempo de permanencia en el mezclador para asegurar el mezclamiento adecuado de los componentes y
el tratamiento de las particulas con HCO. El producto suelto resultante obtenido es similar a los descritos
previamente.

En un procedimiento tipico, se alimento Fitasa 2500D Quantum™ por un dispositivo de suministro de tornillo sinfin a
la camara de mezcla a 205 kg/h. Se bombedé HCO fundido por una bomba calentada medida a 41 kg/h para
conseguir un producto suelto similar a los descritos anteriormente.

Ejemplo 7. Pruebas de granulacion.

Se prepararon muestras de papilla que comprendian 200 g de concentrado de fitasa/1.000 kg de papilla usando
material en forma de particulas de fitasa tratada con HCO y no tratada (QP2500D). Se granulé la papilla a varias
temperaturas controladas en general en el intervalo de 80°C a 95°C. Se analizaron las muestras de la papilla de
partida y los granulos acabados y se compard la recuperacion en porcentaje de la enzima en el producto granulado
con la de la masa. Se realizaron cinco pruebas de granulacion y pruebas de biodisponibilidad. Se llevé a cabo una
prueba de almacenamiento. Se prepararon muestras con cargas de HCO en QP2500D de 5%, 7,5%, 10% y 20% en
peso.

Los resultados de las pruebas de temperatura de granulacion se muestran en la Tabla 2 para QP2500D tratado con
20% de HCO y no tratado. En todas las pruebas de granulacion realizadas, el material tratado con HCO mostr6 una
mejora significativa de la recuperacion numérica de fitasa en los granulos del pienso cuando se compara con el
producto clasico de QP2500D (producto no tratado con HCO).

Tabla 2. Recuperacion en porcentaje de la actividad de la fitasa a diferentes temperaturas de granulacion.

Tratamiento % Recuperacion de fitasa a la Temperatura/

% mejora por QP2500D

85°C 88°C 90°C

Tratado con 20% 92/30 79/36 66/47
de HCO

QP2500D 71/0 58/0 45/0

La Tabla 3 indica la recuperacion en porcentaje de actividad enzimatica siguiendo a la granulacién de masa a
diferentes temperaturas y cargas de HCO. En general, todas las concentraciones de HCO fueron mejores que el
control de QP2500D no tratado con HCO. Los datos muestran que hubo alguna proteccion de la enzima mejorada a
concentraciones de HCO tan bajas como 5% en peso. La mejora aumentd con concentraciones de al menos 7,5-
20% en peso.
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Tabla 3. Recuperacion de actividad enzimatica después de granulacion.

Temperatura de
granulacion promedio

% Recuperacion (relativo a masa no tratada)/% mejora por QP2500D

(°C)

QP2500D

5% de HCO

7,5% de HCO 10% de HCO 20% de HCO

87,9
91,3
93,4

58/0
42/0
28/0

88,5
91,2
93,6

63/>09
52/24
40/>43

88,5
91,2
93,4

74/>28
61/45
45/61

88,6
91,5
93,1

83/>43
58/>38
50/» 19*

88,3
91,8
93,0

76/>31
66/>57
48/» 14*

Las cifras de mejora se calcularon de la relacion de la recuperacion relativa a las temperaturas de granulacion
equivalentes (si dentro de 0,1°C o menor, de otro modo, se uso la temperatura inferior siguiente) para QP2500D.

*Aqui, la temperatura de QP2500D usada como referencia estuvo significativamente por debajo de la temperatura de

granulacion de la muestra.

Los resultados de las pruebas de biodisponibilidad se muestran en la Tabla 4. En todas las pruebas de
biodisponibilidad hubo una biodisponibilidad de la fitasa tan buena en el producto tratado con HCO como en
QP2500D y en varias de las pruebas hubo mejor biodisponibilidad numérica en la formulacién tratada con HCO.

Tabla 4. Comparacion de biodisponibilidad entre fitasa tratada con HCO y no tratada.

Peso corporal del animal (g)
Numero de prueba Q2500D Fitasa tratada con 20% de HCO
1 832 830
2 649 660
3 645 670
4 677 729
5 627 706

Los resultados de la prueba de almacenamiento mostraron que después de al menos 3 meses de almacenamiento la
muestra tratada con HCO era tan buena como o mejor que QP2500D en retencion de actividad de la fitasa a 21°C.
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Ejemplo 8. Extrusién con HCO.

Un procedimiento tipicamente usado para la preparacién de productos que contienen enzimas, soélidos, es un
procedimiento de extrusién de granulos en el que todos los componentes se combinan en un procedimiento de
mezcla con una cantidad adecuada de agua para actuar como tanto un agente de fluidizacion como de
mezclamiento para los componentes. La mezcla hiUmeda resultante es extruida entonces por un aparato de extrusiéon
adecuado para producir granulados humedos. Estos granulados humedos son tratados ademas entonces para
conformar los granulos, por €j., cortando a longitudes apropiadas o esferonizando, y después se secan a un
contenido de humedad adecuado.

Para ensayar si los métodos de la presente invencion eran aplicables al procedimiento de extrusion se realizaron
varios experimentos con varias sustancias hidréfobas fundibles.

Para algunas muestras, se mezclaron 50,6 g de Fitasa 25000CL Quantum™ (QP25000CL) con aproximadamente
450 g de harina de trigo. Mientras se mezclaban estos dos componentes, se vertieron 46,9 g de HCO fundido en la
mezcla. Después se afadieron aproximadamente 80 g de agua y se mezcld la premezcla completa durante unos
aproximadamente 30 segundos adicionales. Después de este tiempo, se extruyo la premezcla por un tamiz de 0,8
mm y se rompieron las hebras humedas y después se redondea en un esferonizador. Se reconocera que aunque el
producto normalmente se describe como esférico, muchas veces el producto es “redondeado” pero no esférico. Se
incluyen todas esas conformaciones del producto. La masa extruida de 0,8 mm produce esferas de
aproximadamente 0,8 mm. El experto en la materia reconocera que el método descrito se puede usar para producir
otras esferas y conformaciones de tamafio especificado, por ejemplo, aquéllas con diametros que oscilan en tamario
de 0,5 a 10 mm. Después del procedimiento de esferonizacion, los granulos humedos se transfirieron a un secador
de lecho fluidizado y se secaron durante 20 minutos a aproximadamente 55°C. El producto seco se tamiz6 por
tamices de 1,18 mm y 0,425 mm. La fraccion retenida en el tamiz de 0,425 mm se designé como producto acabado.

Se prepararon otras muestras que contenian varias relaciones de cera a harina de trigo. En la primera muestra se
mezclaron (7% de HCO), 50,4 g de Fitasa 25000CL (QP25000CL) con aproximadamente 462,9 de harina de trigo.
Mientras se mezclaban estos dos componentes, se vertieron 34,2 de HCO fundido en la mezcla. Después se
afnadieron aproximadamente 100 g de agua y se mezclo la premezcla completa durante aproximadamente 30
segundos adicionales. Esta pasta se extruyo, se esferonizd, se seco y se tamizé de un modo similar a los ejemplos
anteriores. En otra muestra, se mezclaron (13% de HCO) 52,7 g de Fitasa 25000CL (QP25000CL) con
aproximadamente 437,8 g de harina de trigo. Mientras se mezclaban estos dos componentes, se vertieron 56,3 g de
HCO fundido a la mezcla. Después se afiadieron aproximadamente 70 g de agua y se mezcld la premezcla completa
durante aproximadamente 30 segundos adicionales. Esta pasta se extruyo, se esferonizo, se seco y se tamizé de un
modo similar a los ejemplos anteriores.

Ejemplo 9. Extrusién con PB3.

Para estos experimentos, se mezclaron 50,6 g de QP25000CL con aproximadamente 450 g de harina de trigo.
Mientras se mezclaban estos dos componentes, se afiadieron 44,8 g de PB3 como un sélido blando y se mezclaron
en la harina de trigo. Después se afiadieron aproximadamente 70 g de agua y se mezcld la premezcla completa
durante aproximadamente unos 30 segundos adicionales. Después de este tiempo, se extruyo6 la premezcla por un
tamiz de 0,8 mm y se rompieron las hebras humedas y después se redondearon en un esferonizador. La masa
extruida de 0,8 mm produce esferas de aproximadamente 0,8 mm. El experto en la materia reconocera que el
método descrito se puede usar para producir otras esferas de tamafio especificado, por ejemplo, aquéllas con
diametros que oscilan en tamafio de 0,5 a 10 mm. Después del procedimiento de esferonizacion, se transfirieron los
granulos hiumedos a un secador de lecho fluidizado y se secaron durante 20 minutos a aproximadamente 55°C. El
producto secado se tamizd por tamices de 1,18 mm y 0,6 mm. La fraccion retenida en el tamiz de 0,6 mm se designo
como producto acabado.

Ejemplo 10. Extrusion con otras sustancias hidréfobas fundidas.

En experimentos adicionales se prepard una serie de granulos extruidos que contenian ejemplos adicionales de
sustancias hidréfobas fundibles. Estos granulos se prepararon de una manera similar a como se describid
anteriormente por que se fundio la cera previamente a la adicién a la mezcla de harina de trigo/fitasa. Las ceras
empleadas se incluyen en la Tabla 1.

Ejemplo 11. Incorporaciéon de un HCO solido por un procedimiento de extrusion.

En vez de afadir HCO fundido o PB3 ablandado, se disefié un método para incorporar la forma sélida de una
sustancia hidrofoba fundible al procedimiento de extrusién. Se mezclaron aproximadamente 45 g de escamas de
HCO con aproximadamente 450 g de harina de trigo. Después se afiadieron aproximadamente 51 g de QP25000CL
con mezclamiento. Se afiadieron aproximadamente 80 g de agua y se mezcld la premezcla completa durante unos
aproximadamente 30 segundos adicionales. Después de este tiempo, se extruyo la premezcla por un tamiz de 0,8
mm y se rompieron las hebras himedas, después se redondearon en un esferonizador. Después se transfirieron los
granulos hiumedos a un secador de lecho fluidizado y se secaron durante 20 minutos a 55 °C. Se tamizé el producto
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seco por tamices de 1,18 mm y 0,500 mm. Se designaron los granulos retenidos por el tamiz de 0,500 mm como
producto acabado.

Ejemplo 12. Incorporacion de Akoflake FSR sélido por un procedimiento de extrusion.

En otro experimento, se afiadié Akoflake FSR, un aceite de colza completamente endurecido, a una escama y se
mezclé con aproximadamente 450 g de harina de trigo. Después se afiadieron aproximadamente 51 g de
QP25000CL con mezclamiento. Se afiadieron aproximadamente 90 g de agua y se mezcl6 la premezcla completa
durante aproximadamente unos 30 segundos adicionales. Después de este tiempo, se extruyod la premezcla por un
tamiz de 0,8 mm y se rompieron las hebras hiumedas, después se redondearon en un esferonizador. Después se
transfirieron los granulos himedos a un secador de lecho fluidizado y se secaron durante 20 minutos a 55°C. Se
tamizo el producto seco por tamices de 1,18 mm y 0,425 mm. Se designaron los granulos retenidos por el tamiz de
0,425 mm como producto acabado.

Ejemplo 13. Pruebas de granulacion.

Los granulos producidos en los Ejemplos 8-12 se usaron para fabricar pienso por un procedimiento de granulacion
como se describe en el Ejemplo 7.

Los resultados de algunas de las pruebas de granulaciéon usando una forma liquida fundida (masa fundida) de la
sustancia hidréfoba fundible se muestran en la Tabla 5. Los resultados demuestran que los granulos que
comprenden un granulo de infusion de cera presentaban una recuperacion de la fitasa de mayor porcentaje cuando
se compara con el producto comercial QP2500D, siendo el % de recuperacion dependiente de la cera usada. El
procedimiento de extrusion descrito en los Ejemplos 8 a 12 dio como resultado un producto suelto que presentaba
un grado aumentado de proteccion enzimatica sobre los granulos tratados con HCO descritos en los Ejemplos 2 a 7
anteriormente.

Tabla 5. Recuperacion de actividad enzimatica después de granulacion.

Temp., de % Recuperacion (relativa a masa no tratada/% de mejora sobre
granulacion QP2500D
promedio (°C)

QP2500D HCO PB3 AP AFM

89,0 50/0
90,0 44/0
91,5 35/0
93,0 24/0

89,7 96/>92
91,8 91/>160
93,6 76>216

89,5 89/>78
92,0 83/>137
93,9 70>191

89,7 84/>68
91,8 73/>108
93,4 63/>162

89,8 79/>58
91,8 69/>97
93,4 63>162

89,5
91,7
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93,5

Las cifras de mejora se calcularon por el método descrito para la Tabla 3.

La Tabla 6 muestra el efecto relativo sobre las recuperaciones en porcentaje conseguidas para los granulos
producidos usando aceite de ricino hidrogenado (HCO) y aceite de colza hidrogenado (AFx) cuando se afadieron
como un liquido fundido (masa fundida) o como un sélido (escamas). Estos datos demuestran que se puede afadir
la sustancia hidréfoba fundible como un liquido fundido o como un sélido sin que afecte a la recuperacién de
actividad enzimatica.

Tabla 6. Comparacién de recuperaciéon de actividad enzimatica usando una sustancia hidréfoba fundible en dos
formas diferentes, el liquido fundido y sélido.

Relacién % recuperacion (liquido fundido)/% recuperacion (solido)
Aceite de ricino hidrogenado® Aceite de colza hidrogenado®
Temp (°C) 89,5 91,6 93,3 89,8 91,9 94,1
Relacion 1,13 0,99 1,08 0,98 0,95 1,04

% recuperacion HCO (masa fundida) Ejemplo 8/% recuperacion HCO (escama) Ejemplo 11

® % recuperacion AFM (masa fundida) Ejemplo 10/% recuperacion /AFF (escama) Ejemplo 12
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar un producto enzimatico termoestable para uso en la fabricacién de pienso que
comprende:

a. combinar (i) una enzima, (ii) un portador sélido y (iii) una sustancia hidréfoba fundible seleccionada de: aceite de
ricino hidrogenado, una mezcla de aceite vegetal hidrogenado y no hidrogenado, una cera microcristalina, acido 12-
hidroxiestearico, aceite de almendra de palma hidrogenado, aceite de palma hidrogenado, aceite de colza
hidrogenado y cera parafinica de fusién alta para proporcionar un producto combinado;

b. opcionalmente aplicar suficiente calor al producto combinado de la etapa (a) para permitir que funda la sustancia
hidréfoba fundible;

c. enfriar el producto combinado para proporcionar el producto enzimatico termoestable y
d. opcionalmente secar el producto a un contenido de humedad deseado.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que en la etapa (a) se afiade agua adicional para formar una mezcla de
pasta adecuada y que comprende ademas la etapa de extruir el producto de la etapa (b) y secar y enfriar el producto
extruido.

3. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que una forma fundida de la sustancia
hidréfoba fundible se afiade en la etapa (a).

4. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la disoluciéon que contiene enzima se
combina primero con el portador solido y después se combina la combinacién enzima/portador resultante con la
sustancia hidréfoba fundible.

5. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la sustancia hidrofoba fundible presenta
una temperatura de fusion de aproximadamente 25-120°C, preferiblemente aproximadamente 30-90°C, mas
preferiblemente aproximadamente 38-46°C, mas preferiblemente aproximadamente 58-60°C, mas preferiblemente
aproximadamente 66-69°C y mas preferiblemente aproximadamente 82-86°C.

6. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el producto enzimatico termoestable
comprende al menos 1-30% en peso, preferiblemente al menos 5% en peso, preferiblemente al menos 7,5% en
peso, mas preferiblemente al menos 10% en peso y lo mas preferiblemente al menos 20% en peso de la sustancia
hidréfoba fundible.

7. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el portador sélido es un grano de semilla
molido o mineral, y se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en: maiz molido, trigo molido, harinillas de
trigo, harina de soja, cascaras de arroz, pienso de gluten de maiz, sémola de maiz, harina de maiz, harina de trigo,
granos secos de destilacion, tierra de diatomeas, silice y arcilla.

8. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la enzima se selecciona del grupo que
consiste en: fitasa, fosfatasa, xilanasa, celulasa, glucanasa, mananasa, amilasa, alfa-amilasa, glucoamilasa,
peptidasa, lipasa, esterasa, manasa, quitinasa, B-1,3-glucanasa, (-1,4-glucanasa, glucosa oxidasa, catalasa,
galactosidasa, glucosidasa, hemicelulasa, invertasa, lactasa, pectinasa, pululasa y una proteasa.

9. El método segun la reivindicacion 8, en el que la enzima es una fitasa, preferiblemente una fitasa termotolerante y
mas preferiblemente una fitasa termotolerante que comprende la SEC ID N° 1.

10. Uso de un producto enzimatico termoestable obtenible por un método segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, junto con ingredientes de pienso adecuados para preparar un pienso.
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