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DESCRIPCION
Sustancias bioactivas estables y métodos de fabricacion
Referencia cruzada a solicitud relacionada

Esta solicitud se refiere y reivindica el beneficio de la solicitud provisional de Estados Unidos n.° 61/779.449 titulada
“STABLE BIOACTIVE SUBSTANCES AND METHODS OF MAKING” (Sustancias bioactivas estables y métodos de
fabricacion) presentada el 13 de marzo de 2013.

Campo de la invencion

La presente invencion se situa en el campo de los materiales bioactivos estables, y la fabricacion y uso de los
mismos.

Antecedentes de la invencion

Un problema comun asociado con el uso de materiales bioactivos es la pérdida de actividad debido a la oxidacion, la
descomposicion quimica durante el almacenamiento, la preparacion del producto o en el tracto digestivo del animal
antes de la absorcién. El entorno hostil de algunos procesos industriales, como la molienda, el mezclado y la
compresion o extrusion de granulos, destruye una parte importante de los materiales bioactivos sensibles incluso
antes de que se conviertan en productos terminados. Otros problemas son el resultado de la interacciéon entre
materiales bioactivos y otros ingredientes, tales como quelantes metalicos, tensioactivos fuertes, compuestos
higroscopicos, etc. debido a la sensibilidad de los materiales bioactivos, por ejemplo, las enzimas al calor y los
tensioactivos (como en la extrusion de piensos y detergentes liquidos) o ciertas vitaminas a las oxidaciones e iones
metalicos normalmente agregados a los piensos, tales como hierro. Por lo tanto, todavia existe la necesidad de
formulaciones y métodos para proteger y estabilizar los materiales bioactivos, incluyendo farmacos, enzimas vy
vitaminas, contra la descomposicién durante el procesamiento y conservacion.

El documento EP 0695173 divulga un proceso para la carga de sustancias bioactivas sobre particulas de
polisacaridos.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a sustancias bioactivas estables y métodos de preparacion relacionados. El alcance
de la invencion se define mediante las reivindicaciones.

Segun un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para preparar una sustancia bioactiva
estable que comprende un material bioactivo. EI método comprende (a) disolver el material bioactivo en una solucion
que comprende solutos, en donde los solutos son una molécula pequena, seleccionada entre el grupo que consiste
en sales inorganicas, y azucares, de modo que se obtiene una solucion bioactiva, en donde la solucién bioactiva
tiene una concentracién de material bioactivo de al menos 5 % y una concentracion de soluto de menos de 5 % de la
solucion bioactiva, estando cada porcentaje basado en el peso total de la solucion bioactiva; (b) adsorber la solucion
bioactiva sobre particulas secas de polisacarido solubles en agua, no gelificantes, en una relacion de masa entre la
solucion bioactiva y las particulas de polisacarido entre 0,25:1 y 1:1, de modo que se forman particulas de
polisacarido cargadas bioactivas; y (c) secar las particulas de polisacarido cargadas bioactivas, de modo que se
obtiene la sustancia bioactiva estable.

En algunas realizaciones, el método ademas comprende eliminar un soluto de la solucién bioactiva antes de la etapa
de adsorcion.

En algunas ofras realizaciones, el método ademas comprende afiadir un liquido organico inmiscible a la sustancia
bioactiva estable, de modo que se forma una suspension vertible estable.

En algunas otras realizaciones, el método ademas comprende recubrir la sustancia bioactiva estable con una capa
de grasas o ceras solidas fundidas.

En el método segun la presente invencion, el material bioactivo puede seleccionarse del grupo que consiste en
aminoacidos y sus derivados, farmacos, péptidos, enzimas, enzimas industriales, vitaminas, derivados y complejos
vitaminicos, carotenos, antioxidantes, sustancias antiinflamatorias, aceites cosméticos, principios activos
antimicrobianos, peroxidos, agroquimicos y una mezcla de los mismos. El polisacarido puede seleccionarse del
grupo que consiste en almidones, celulosas, gomas y sus compuestos modificados y derivados.

Segun un segundo aspecto de la presente invencion, también se proporciona una sustancia bioactiva estable
preparada por el método de la presente invencién. La sustancia estable comprende un material bioactivo en una
cantidad que varia de 1 % a 40 % en peso y un polisacarido en una cantidad que varia de 1 % a 70 % en peso. La
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sustancia bioactiva puede también comprender un emulsionante o estabilizador en una cantidad que varia de 0,5 %
a 10 % en peso.

En la sustancia bioactiva de acuerdo con la presente invencion, el material bioactivo puede ser una enzima
seleccionada entre el grupo que consiste en proteasas, lipasas, amilasas, celulasas, fosfatasas, peroxidasas,
oxidasas y una mezcla de las mismas. La sustancia bioactiva puede también comprender un compuesto
seleccionado entre el grupo que consiste en antioxidantes naturales o sintéticos, iones de metal, silicatos de metales
alcalinos, carbonatos o bicarbonatos, sulfatos, fosfatos, boratos y acido boérico. EI compuesto puede estabilizar la
enzima.

Segun un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona ademas un producto que comprende la sustancia
bioactiva estable de la presente invencion.

En dicha una realizacion, el material bioactivo es una enzima. El producto puede ser un producto de limpieza textil,
de limpieza de alfombras o superficies.

En otra realizacion, el material bioactivo se selecciona del grupo que consiste en un herbicida, un insecticida, un
fungicida, un regulador del crecimiento de la planta, un agente para el tratamiento de semillas y una mezcla de los
mismos. El producto puede ser un producto agroquimico.

En otra realizacién mas, el material bioactivo se selecciona del grupo que consiste en una vitamina, una proteina,
una enzima, un mineral y una mezcla de los mismos. El producto puede seleccionarse del grupo que consiste en un
suplemento de piensos para animales, un suplemento alimenticio, y un producto nutracéutico.

En otra realizacion mas, el materia bioactivo se selecciona del grupo que consiste en un farmaco, un compuesto
amargo o aromatico, un compuesto antibidtico y una mezcla de los mismos. El producto puede ser un producto
farmacéutico.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se basa en el descubrimiento de un novedoso método para preparar una sustancia bioactiva
estable. En particular, se usa una solucién sustancialmente exenta de solutos para disolver un material bioactivo.
Una sustancia bioactiva estable preparada usando este método novedoso puede usarse para producir diversos
productos tales como productos farmacéuticos, nutracéuticos, alimenticios, agroquimicos, cosméticos, productos
para la higiene personal y de limpieza.

Se proporciona un método para preparar una sustancia bioactiva estable. El método comprende disolver un material
bioactivo en una solucién sustancialmente exenta de solutos para fabricar una solucién bioactiva; adsorber la
soluciéon bioactiva sobre particulas de polisacarido secas para fabricar particulas de polisacarido cargadas
bioactivas; y secar las particulas de polisacarido cargadas bioactivas. En la etapa de absorcion, la relacion de masa
entre la solucién bioactiva y las particulas de polisacarido esta entre 0,25:1 y 1:1. La sustancia bioactiva estable
resultante puede comprender 1-40 % en peso de un material bioactivo y 1-70 % en peso de polisacarido. Un rasgo
caracteristico de la presente invencién es que la sustancia bioactiva puede prepararse sin una cantidad sustancial de
solutos, por ejemplo, solutos donadores de enlaces de hidrogeno, que pueden interferir con las interacciones
quimicas entre un material bioactivo y un polisacarido. El componente de polisacarido esta en forma de particulas
fluidas no gelificantes y sobre las cuales se absorbe el material bioactivo. La presencia de solutos donadores de
enlaces de hidrégeno puede evitar el desarrollo de interacciones estabilizadoras entre el material bioactivo y el
polisacarido. El estado no gelificante de las particulas de polisacarido proporciona interacciones esenciales de
enlace de hidrogeno que estabilizan el material bioactivo y permiten la disolucion rapida del material bioactivo en
agua o tras el consumo en comparacion con el hidrogel de polisacarido reticulado. Las interacciones quimicas
pueden preservar y/o mantener el material bioactivo unido a las particulas de polisacarido. Al mismo tiempo, las
particulas de polisacarido secas también pueden proporcionar el flujo de masa fundida necesario y la estabilidad
fisica que es altamente deseable en las aplicaciones industriales. Se pueden usar varios polisacaridos para
estabilizar diferentes materiales bioactivos debido a su comportamiento Unico de carga e interacciones quimicas.

Una solucién de adsorcion que contiene un material bioactivo esta sustancialmente exenta de solutos, por ejemplo,
solutos de bajo peso molecular (p. €j., electrolitos tales como sales inorganicas, azucares y disolventes). Aunque
algunos solutos pueden ayudar a solubilizar o mejorar la estabilidad de un material bioactivo en una solucion,
también pueden interferir con interacciones estabilizadoras mas favorables entre el material bioactivo y el
polisacarido.

La sustancia bioactiva estable se puede disolver rapidamente liberando asi el material bioactivo tras su consumo o
dilucion en agua. En un sistema de dispersion en gel convencional, el polisacarido ya esta completamente disuelto y
el material bioactivo esta incrustado en una gota de polimeros endurecidos o reticulados. Tales sistemas de gel se
caracterizan generalmente por una estructura porosa, que puede ser insuficiente para inmovilizar y proteger el
material bioactivo de temperaturas dafiinas y ataques quimicos.
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El polisacarido puede ser un polimero aniénico o catiénico dependiendo del tipo de material bioactivo con el que se
va a usar. Los materiales bioactivos hidréfilos, tales como los productos farmacéuticos solubles en agua, vitaminas,
sustancias quimicas, minerales y proteinas pueden disolverse en una solucién de agua y adsorberse en particulas
de polisacarido. La sustancia bioactiva se puede suspender en un liquido inmiscible como aceite o liquido
hiperosmatico sin formar un gel. De forma similar, los materiales bioactivos hidréfobos, tales como las vitaminas
solubles en aceite, los carotenos y los aceites esenciales también pueden adsorberse en particulas de polisacarido.
Opcionalmente, las particulas de polisacarido pueden suspenderse en un liquido hiperosmatico sin formar un gel.

Las particulas de polisacarido que contienen la sustancia bioactiva estable pueden recubrirse adicionalmente para
proteccion adicional con una capa de grasas solidas fundidas, ceras, sales metalicas o una mezcla de las mismas.

Las particulas de polisacarido que contienen enzimas estables al calor y la humedad pueden ser utiles en
aplicaciones de extrusion de piensos. Una enzima puede estabilizarse y su actividad puede preservarse mediante la
adsorcioén sobre particulas de polisacarido sin formar un gel, de lo contrario, la enzima puede inactivarse o destruirse
cuando se extruye o se mezcla con otras sustancias quimicas o ingredientes alimenticios a una dosis efectiva tipica.

Las enzimas que se adsorben sobre particulas de polisacarido pueden ser las adecuadas para su uso en alimentos,
cosméticos y composiciones detergentes y son conocidas en la técnica. Las enzimas preferidas pueden ser
proteasas (p. €j., subtilisina y savinasa), lipasas (p. €j., Lipex y Lipolase), fosfatasas (p. €j., fosfatasas alcalinas),
fosfodiesterasas o fitasas. Se pueden incluir una o mas enzimas en una sustancia bioactiva estable.

La sustancia bioactiva puede estar en forma seca o liquida, y puede encapsularse o mezclarse ademas con un
estabilizador o inhibidor antes de mezclarse con un producto alimenticio, un producto de limpieza o agroquimico.

Definiciones

El término "polisacarido" como se usa en el presente documento se refiere a un carbohidrato hidréfilo. Puede ser de
origen vegetal, animal, microbiano, algal, fungico, de levaduras, bacteriano o sintético, y es capaz de absorber una
cantidad significativa de agua sin perder su estructura granular. Los polisacaridos adecuados incluyen, aunque no de
forma limitativa, gomas, tales como agar, alginato, arabinoxilano, carragenano, carboximetilcelulosa, celulosa,
quitosano, curdlano, gelatina, gelano, gelatina, B-glucano, goma guar, goma arabiga, goma de algarrobo, lignina,
pectina, goma xantano, y almidones (naturales o modificados).

La expresién "particulas de polisacarido" como se usa en el presente documento se refiere a particulas de cualquier
tamano, preferiblemente que tienen un diametro promedio de aproximadamente 10 a aproximadamente 1000 um,
que comprenden un polisacarido en una cantidad de al menos aproximadamente 80 % en peso, preferentemente al
menos aproximadamente 90 % en peso, mas preferentemente al menos aproximadamente 99 % en peso.

La expresion "particulas de polisacarido cargadas bioactivas" como se usa en el presente documento se refiere a
particulas de polisacarido, sobre las cuales se absorbe un material bioactivo. Las particulas de polisacarido cargadas
bioactivas pueden prepararse adsorbiendo un material bioactivo en una solucién sustancialmente exenta de solutos
sobre particulas de polisacarido secas.

La expresion "material bioactivo", como se usa en el presente documento, se refiere en general a cualquier
compuesto, o0 mezcla de los mismos, adecuado como ingrediente activo en un producto farmacéutico, nutracéuticos,
cosmeético, de limpieza o agroquimico y capaz de producir un resultado beneficioso en un entorno en el que se ha
dispensado el compuesto o la mezcla. Puede ser soluble en agua o soluble en aceite. Los ejemplos de "materiales
bioactivos" incluyen proteinas o péptidos (p. €j., enzimas, vacunas recombinantes, anticuerpos, péptidos
antimicrobianos, y similares), antibidticos, agroquimicos (p. e€j., plaguicidas, herbicidas, germicidas, biocidas,
algicidas, rodenticidas, fungicidas, insecticidas, y similares), antioxidantes, promotores del crecimiento vegetal y
animal, inhibidores del crecimiento vegetal y animal, conservantes, productos nutracéuticos, desinfectantes, agentes
esterilizantes, catalizadores, reactantes quimicos, agentes de fermentacion, suplementos alimenticios o de pienso
animal, nutrientes, aromas, colorantes, tintes, cosméticos, farmacos, vitaminas, esterilizantes sexuales, inhibidores
de la fertilidad, promotores de la fertilidad, purificadores del aire, atenuadores de microorganismos, acidos nucleicos
(p- €j., ARN, ADN, vectores, plasmidos, ribozimas, aptameros, dendrimeros y similares) y otros agentes que
proporcionan actividad mejorada en el sitio de accion.

El término "enzima" como se usa en el presente documento se refiere a una proteina que tiene una actividad
catalitica. Puede ser de origen animal, vegetal o microbiano, o un mutante modificado quimica o genéticamente.
Puede proporcionar un rendimiento enzimatico en el medio ambiente o beneficios para la salud de un organismo
consumidor. Ejemplos de enzimas incluyen proteasas, lipasas, amilasas, celulasas, fosfatasas, peroxidasas y
oxidasas.

El término "soluto", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier molécula pequefia capaz de
disolverse en un disolvente, por ejemplo, agua o aceite, para formar una soluciéon. Ejemplos de "solutos" incluyen
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sales inorganicas, azucares, aminoacidos y péptidos cortos. Un péptido corto tiene menos de aproximadamente 500,
200, 100, 50, 24 o 10 aminoacidos. Una solucidn esta sustancialmente exenta de solutos donde la concentracién de
soluto es menos de 5 % o 1 % en peso.

La expresion "donante de enlace de hidrégeno"”, como se usa en el presente documento, se refiere a un soluto que
tiene un atomo de nitrégeno, oxigeno o azufre que esta unido covalentemente a al menos un atomo de hidrégeno.
Puede tener una interaccidon quimica no covalente débil con un material bioactivo en una solucién o con un
polisacarido.

La expresion "liquido hiperosmotico” como se usa en el presente documento se refiere a una solucion de agua que
contiene al menos aproximadamente 50 % en peso de un liquido inmiscible tal como aceite, o un poliglicol, en el que
un polisacarido es insoluble.

El término "estable", como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de un material o sustancia
bioactivo para retener, por ejemplo, al menos aproximadamente el 80 %, 90 %, 95 % o 99 % de su actividad
funcional a una temperatura, por ejemplo, de aproximadamente 0-100 °C, preferentemente aproximadamente 2-
40 °C, mas preferentemente a temperatura ambiente, durante un periodo prolongado de tiempo, por ejemplo, al
menos aproximadamente 1, 3, 12, 24 o 36 meses, preferentemente al menos aproximadamente 3 meses, mas
preferentemente al menos aproximadamente 12 meses.

El término "termoestable", como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de un material o
sustancia bioactivo para retener, por ejemplo, al menos aproximadamente el 80 %, 90 %, 95% o 99 % de su
actividad funcional cuando la temperatura aumenta, por ejemplo, al menos aproximadamente 1, 5, 10, 20, 30, 50 o
100 °C.

De acuerdo con la presente invencién, se ha desarrollado una sustancia bioactiva estable que comprende un
material bioactivo y particulas de polisacarido no gelificantes. Una solucién adsorbente que contiene el material
bioactivo esta sustancialmente exenta de cualquier soluto y el material bioactivo en la solucion se adsorbe sobre las
particulas de polisacarido sin reticularse o formar matrices de gel. Una sustancia bioactiva es util para proteger un
material bioactivo del calor, humedad, agentes desestabilizadores y del dafio por oxidacion. Preferentemente, una
sustancia bioactiva se disuelve rapidamente para liberar un material bioactivo tras la dilucion en agua o tras el
consumo en el tracto digestivo de un animal. Preferentemente, la sustancia bioactiva evita la liberacion prematura o
la desactivacion del material bioactivo cuando se mezcla con otros agentes desestabilizadores.

La concentracion de un material bioactivo en una sustancia bioactiva puede variar dentro de limites bastante
amplios, dependiendo de su solubilidad, interaccion con el polisacarido y el uso previsto. Por ejemplo, cuando el
material bioactivo es una enzima, su concentracién puede ser dictada en parte por su actividad especifica deseada
tras el consumo.

De acuerdo con la invencién, la concentracion de material bioactivo es al menos 5 %, basado en el peso total de la
sustancia bioactiva, preferentemente al menos aproximadamente 10 %.

Preferentemente el polisacarido soluble en agua es capaz de absorber una cantidad significativa de agua, por
ejemplo, al menos aproximadamente el 10 %, 50 %, 100 %, 500 % o 1000 % de su masa seca, sin disolverse y
formar un gel o perder su estructura fluida. Los polisacaridos adecuados pueden obtenerse de fuentes naturales,
semisintéticas o sintéticas. Los materiales organicos naturales son, por ejemplo, carragenano, goma arabiga, agar,
agarosa, goma guar, pectina, maltodextrinas, acido alginico y sus sales, p. €j., alginato de sodio o alginato de calcio,
colageno, quitosano, almidones tales como los de patata, maiz, maiz de cera o almidén con alto contenido de
amilosa, trigo, raices de arroz o tapioca y también derivados de almidon, en particular éteres y ésteres de almidon,
dextranos o ciclodextrinas y celulosas quimicamente modificadas, en particular, ésteres y éteres de celulosa, p. €j.,
acetato de celulosa, etilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa y carboximetilcelulosa,

Las gomas y los almidones solubles son particularmente preferidos ya que son capaces de absorber agua en mas
del 100 % o mas de su masa seca relativa mientras conservan la fluidez y la estructura granular. Se pueden
seleccionar varias gomas dependiendo de sus interacciones quimicas o electrostaticas con el material bioactivo y la
solubilidad en agua y con respecto a la aplicacion especifica con el fin de obtener la proteccion deseada durante los
procesos industriales, el almacenamiento y la liberacion tras el consumo o en un entorno. Por ejemplo, alginato,
pectina, goma guar o carragenano pueden seleccionarse cuando el material bioactivo se activa a temperatura
ambiente, mientras que el agar o la goma xantano puede seleccionarse cuando el material bioactivo se activa a una
temperatura elevada. En general, se prefieren concentraciones de polisacarido de aproximadamente 20 % o mas,
basado en el peso total de la sustancia bioactiva, prefiriéndose mas concentraciones de aproximadamente 40 % o
mas.

La solucién adsorbente que contiene un material bioactivo puede estar sustancialmente exenta de solutos donadores
de enlaces de hidrogeno. El método para eliminar solutos de una solucién que contiene material bioactivo no es
critico, y se puede lograr mediante cualquier método conocido en la técnica, como precipitacion del material
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bioactivo, eliminacion del sobrenadante con solutos que precipitan, dializacion contra agua o un tampén de baja
resistencia, o tamizado molecular a través de una membrana de corte molecular. Grandes cantidades de varios
solutos tales como sales, azlcares y aminoacidos pueden permanecer en la solucion junto con el material bioactivo.
Pueden ser necesarios durante el proceso de produccién de un material bioactivo, por ejemplo, durante la
fermentacién, purificacion, concentracion o estabilizacion. De acuerdo con la presente invencién, esos solutos
pueden eliminarse sustancialmente de la solucién adsorbente para permitir reacciones quimicas o electrostaticas
favorables entre el material bioactivo y el polisacarido.

Las particulas de polisacarido cargadas bioactivas se secan para eliminar el agua libre. Generalmente, los métodos
de secado adecuados incluyen secado al aire, secado al vacio o por congelacion y secado en lecho fluidizado.

Opcionalmente, las particulas de polisacarido cargadas bioactivas pueden recubrirse con una capa de material
repelente al agua. La sustancia bioactiva en las particulas de polisacarido cargadas bioactivas recubiertas puede ser
al menos aproximadamente 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 200 %, 300 % o
500 %, preferentemente al menos aproximadamente 100 %, mas preferentemente al menos aproximadamente
200 %, mas activa (por ejemplo, estable) que en las particulas de polisacarido cargadas bioactivas no recubiertas
correspondientes. Los materiales de revestimiento repelentes al agua preferidos pueden ser grasas y ceras solidas
formadoras de matriz, incluyendo diversos materiales termoplasticos tales como alcoholes grasos naturales o
sintéticos, acidos grasos, ésteres grasos y ceras. Las ceras naturales incluyen ceras vegetales tales como cera de
carnauba, candelilla, rafia, palma, cafia de azUcar y ceras de algodon; ceras animales, tales como cera de abeja y
cera de lanolina y ceras minerales tales como parafina y polietilenos lineales o ramificados, y ceras microcristalinas,
y una mezcla de varias grasas y ceras.

Opcionalmente, las particulas de polisacarido cargadas bioactivas pueden suspenderse en un liquido no gelificante.
Los liquidos de suspension adecuados incluyen liquidos hidrofobos, liquidos organicos miscibles con agua o
mezclas de los mismos. Los liquidos hidréfobos adecuados incluyen hidrocarburos como aceite mineral,
hidrocarburos ramificados como isoparafinas, aceites vegetales, tales como aceite de maiz, aceite de cacahuete,
aceite de soja y aceite de girasol. Los liquidos organicos miscibles con agua adecuados incluyen disolventes
organicos tales como etilenglicol, propilenglicol, dietilenglicol y glicerol.

El tamafio de las particulas de polisacarido cargadas bioactivas puede variar, dependiendo de otras caracteristicas
del polisacarido y su uso. En el caso de que se necesite una liberacién rapida de la sustancia bioactiva, las
particulas pueden ser lo suficientemente pequefias como para disolverse facilmente tras la dilucion en agua. Una
consideracion adicional puede relacionarse con la forma de un producto consumible final, que puede estar en forma
de polvo, comprimido, granulo o barra o en forma de un producto liquido o suspensién. Se pueden determinar y
producir tamarios de particula adecuados usando técnicas conocidas en la técnica. Generalmente, se puede llevar a
cabo una reduccion del tamafio mecanica convencional, tal como la molienda del polvo de polisacarido antes de
cargar un material bioactivo, cuando sea necesario para lograr un tamafo de particula deseado. Se puede lograr una
reduccion adicional del tamafio de las particulas hasta un tamafio submicrométrico sometiendo una suspensién no
miscible que contiene particulas de polisacarido a una mezcla de alto cizallamiento usando un mezclador de alto
cizallamiento o ultra alto cizallamiento convencional. Preferentemente, al menos aproximadamente el 90 %,
idealmente todas las particulas son inferiores a aproximadamente 1000 micrometros (diametro). En algunas
aplicaciones donde se requiere transparencia o textura suave, las particulas de aproximadamente 50 micrometros o
menos son especialmente adecuadas.

El pH de una solucidon adsorbente que contiene un material bioactivo puede variar, siempre que el pH no sea
perjudicial para el propio material bioactivo. En general, el pH se puede ajustar, segun sea necesario, agregando una
cantidad efectiva de un acido o base adecuado. Esto se puede hacer antes de cargar las particulas de polisacarido o
después de la adicion de un liquido estabilizador, pero preferiblemente se hace de antemano.

La sustancia bioactiva de esta invenciéon puede comprender un componente adicional tal como un estabilizador, un
conservante contra el desarrollo de mohos o bacterias de manera efectiva para prevenir la degradacion o
autodegradacion del material bioactivo en la sustancia bioactiva. El componente adicional puede estar presente en
cualquier cantidad siempre que sea suficiente para proporcionar el efecto estabilizador deseado.

Se puede producir una sustancia bioactiva estable disolviendo inicialmente un material bioactivo hidréfilo en una
solucion acuosa o solucion tamponada débil, o un material bioactivo hidréfobo en un disolvente organico o aceite,
donde la solucion, el disolvente organico y el aceite estan sustancialmente exentos de solutos. La solucion resultante
que contiene el material bioactivo se denomina en el presente documento "solucidon bioactiva", y esta
sustancialmente exenta de solutos. La concentracion de solutos, incluyendo sales tamponantes, en una solucion es
menos de 5 %, preferentemente menos de aproximadamente 1 %, basado en el peso total de la solucion bioactiva.
La concentracion del material bioactivo es al menos 5 %, basado en el peso total de la soluciéon bioactiva,
preferentemente al menos aproximadamente 10 %. La solucién bioactiva puede verterse lentamente e impregnarse
sobre polvo fino seco de particulas de polisacarido deseables, mezclando suavemente hasta que toda la solucion
sea absorbida por las particulas de polisacarido. La relacion de masa (o peso) entre la solucion bioactiva y el
polisacarido seco esta entre 0,25:1 a 1:11, preferentemente aproximadamente 0,5:1, y mas preferentemente
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aproximadamente 1:1.

En general, es deseable continuar agitando la dispersion de polisacarido mientras se absorbe el material bioactivo y
se desarrollan interacciones quimicas/electrostaticas con el polisacarido. Aunque puede parecer que la absorcion se
ha completado sustancialmente, generalmente es deseable continuar la agitacion a la temperatura de reaccion
elegida durante al menos una hora o mas, para dar la maxima oportunidad para la absorcion total y el desarrollo de
interacciones quimicas/electrostaticas. A continuacion, se puede suspender la agitacion y la composicion resultante
himeda pero todavia fluida puede usarse como tal para dispersarse en una suspension liquida inmiscible o
someterse a deshidratacion. Opcionalmente, las particulas de polisacarido pueden agregarse con uno o mas
estabilizadores o conservantes y/o recubrirse ligeramente con una capa de grasa polimérica o sélida.

Las suspensiones liquidas inmiscibles adecuadas de acuerdo con la presente invencion incluyen aquellas en las que
el material bioactivo es sustancialmente inmiscible. Por ejemplo, se prefieren los disolventes organicos para una
proteina bioactiva, tal como una enzima o vacuna, mientras que los liquidos hidréfilos o acuosos son mas adecuados
para sustancias bioactivas hidréfobas o solubles en aceite, tales como la vitamina A o carotenos o aceites esenciales
(p. €., DHA, EPA, ARA, ALA). En general, el liquido en suspension se agrega bajo agitacion continua hasta lograr la
fluidez y viscosidad deseables. Preferentemente, la cantidad del liquido de suspensioén en la composicion final es al
menos igual a la cantidad (en peso) de las particulas de polisacarido cargadas bioactivas. Sin embargo, se puede
contemplar cualquier cantidad de tan solo aproximadamente 50 % a mas de aproximadamente 1000 % con respecto
a las particulas de polisacarido cargadas bioactivas dependiendo de la viscosidad final deseada y de la
concentracion de sustancia bioactiva.

La sustancia bioactiva de la presente invencién puede incorporarse en una composicion alimenticia seca o liquida.
Ejemplos no limitativos de tales productos alimenticios incluyen bebidas no carbonatadas y carbonatadas, tales
como refrescos, zumos de frutas o verduras, bebidas; bebidas deportivas, bebidas energéticas, yogur bebible,
bebidas con bacterias probidticas o similares; productos lacteos; postres tales como yogur y jaleas, pudings, nata,
mousse y similares, dulces frios (p. €j., helado y dulces helados, tales como sorbetes), caramelos duros, caramelos
blandos, pastas de harina, cremas batidas y similares; mermeladas y similares.

La sustancia bioactiva de la presente invencién puede usarse como un farmaco en una composicion farmacéutica.
Ejemplos no limitantes de farmacos incluyen compuestos aromaticos amargos, analgésicos, descongestivos,
antitusivos, expectorantes, antihistaminicos, mucoliticos, laxantes, vasodilatadores, antiarritmicos, antidiarreicos,
antihipertensivos, antibiéticos, narcéticos, broncodilatadores, farmacos antiinflamatorios, farmacos cardiovasculares,
tranquilizantes, antipsicéticos, farmacos antitumorales, sedantes, antieméticos, antinauseosos, anticonvulsivos,
farmacos neuromusculares, agentes hipoglucemiantes, diuréticos, antiespasmadicos, relajantes uterinos, farmacos
antiobesidad, farmacos antianginosos, y farmacos antiviricos y similares. También se pueden usar combinaciones de
estos farmacos.

La sustancia bioactiva de la presente invencién puede usarse como un nutracéutico en un producto nutracéutico
liquido o sélido. Ejemplos no limitativos de productos nutracéuticos incluyen suplementos activos ricos en nutrientes
o medicinales naturales, tales como ajo, antioxidantes, glucosamina, sulfato de condroitina; nutrientes que
proporcionan beneficios para la salud, tales como aminoacidos, vitaminas, minerales, carotenoides, acidos grasos
tales como acidos grasos omega-3 u omega-6, DHA, EPA, ARA, o ALA los cuales pueden proceder de fuentes
vegetales o animales (p. €j., peces o algas), flavonoides, fenoles, polioles, polifenoles, péptidos, agentes hidratantes,
agentes autoinmunitarios o agentes antiinflamatorios; o cualquier otro ingrediente funcional que pueda administrarse
en forma humeda o liquida y que sea beneficioso para la prevencion de enfermedades o afecciones especificas.

La sustancia bioactiva de la presente invencion puede usarse también como un principio activo agroquimico en una
composicion agroquimica liquida o solida. Los ejemplos no limitantes de principios activos agroquimicos incluyen
herbicidas, insecticidas, fungicidas, reguladores del crecimiento de las plantas y agentes para el tratamiento de
semillas. Se prefiere que las composiciones agroquimicas sean composiciones liquidas. Las composiciones
agroquimicas liquidas pueden aplicarse generalmente al objetivo por pulverizacién. La composiciéon agroquimica
liquida puede ser una suspension, por ejemplo, una suspension concentrada, que puede diluirse con agua antes de
la aplicacion. La sustancia bioactiva de la presente invencion es facilmente soluble en agua y generalmente
compatible con agroquimicos solubles en agua, y puede ser cualquiera de los principios activos agroquimicos
comerciales conocidos en la técnica o enumerados en libros de referencia estandar como el Manual de pesticidas.
Un principio activo agroquimico adecuado puede ser paraquat, diquat, glifosato, fomesafeno, tiametoxam,
mesotriona, o trifloxisulfurona.

La sustancia bioactiva de la presente invencion también se puede usar para proteger diversos materiales activos en
liquidos para textiles, alfombras o liquidos para la limpieza de superficies en general, tales como enzimas, peréxidos
y composiciones de agente blanqueador, y en particular enzimas en detergente seco o liquido. Ejemplos no
limitativos de composiciones de limpieza incluyen jabon para lavar platos, detergente lavavajillas, quitamanchas para
tapiceria, jabon para el lavado de ropa, detergente para el lavado de la ropa, quitamanchas para ropa, aditivos para
la ropa, limpiador de inodoros, limpiador de fregado suave y similares.
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En una realizacion, se produce una sustancia enzimatica estable disolviendo inicialmente la enzima en una solucién
sustancialmente exenta de solutos, por ejemplo, una solucién acuosa o una solucion tamponada débil, o una
solucién enzimatica rica en solutos dializante contra un tampén débil, para fabricar una solucidon enzimatica
sustancialmente exenta de solutos, que en lo sucesivo se denominara solucién enzimatica exenta de solutos. La
solucién enzimatica exenta de solutos se agrega opcionalmente con una cantidad efectiva de un estabilizador o
inhibidor enzimatico. La solucién de enzima exenta de solutos se adsorbe lentamente a continuacién sobre
particulas de polisacarido tales como polvo de goma guar, pectina o carragenano de alta pureza mezclando
suavemente hasta que se obtiene la uniformidad, seguido de la eliminacion del agua libre mediante secado al aire,
desecacioén, vacio o liofilizacidon o secado en lecho fluidizado o cualquier otro método de secado conocido. Las
particulas de polisacarido cargadas bioactivas pueden recubrirse opcionalmente con una o varias capas de grasas o
ceras solidas fundidas.

Preferentemente, la sustancia bioactiva segun esta invencion es estable, por ejemplo, en la medida en que retiene la
actividad, en al menos aproximadamente 80 %, 90 %, 95 % o 99 %, en un producto consumible durante un periodo
prolongado de tiempo, por ejemplo, al menos aproximadamente 1, 3, 6, 12, 24 o 36 meses, preferentemente al
menos aproximadamente 3 meses, mas preferentemente al menos 12, en reposo a temperaturas en el intervalo de 2
a 40 °C. Mas preferentemente, la sustancia bioactiva es termoestable cuando la temperatura aumenta al menos
aproximadamente 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 o 100 °C.

El término "aproximadamente”, tal como se usa en el presente documento, cuando se refiere a un valor medible tal
como una cantidad, un porcentaje, y similares, pretende abarcar variaciones de +20 %, +10 %, mas preferentemente
+5 %, aun mas preferentemente +1 %, e incluso mas preferentemente +0,1 % del valor especificado, ya que tales
variaciones son apropiadas.

La presente invencion se describira adicionalmente con referencia a los siguientes Ejemplos.
Ejemplo 1.
Retencién de materiales bioactivos hidréfilos en particulas de polisacarido

La rodamina 6G es un compuesto quimico soluble en agua. Tiene un peso molecular relativamente pequefio
(479,2 g/mol) y también es faciimente soluble en una gama de disolventes organicos como glicerol y propilenglicol.
En el presente documento se ha usado como un tinte trazador para demostrar su retencién dentro de la suspension
de particulas de polisacarido en un liquido disolvente organico.

Preparacion de particulas de matriz de polisacarido reticulado, de acuerdo con métodos estandar bien
conocidos en la técnica: Se prepard una solucidon que contenia rodamina 6G (Sigma) al 10 % en una mezcla 1:1
de agua y propilenglicol. Se prepard una solucién de agua que contenia carragenano al 3 % en peso (Kappa goma
de carragenano, FMC BioPolymer, PA, EE.UU.) y se mezclé con 30 % en peso de la solucion de rodamina 6G. La
mezcla que contenia la goma y el tinte se pulverizé en un bafio de agua y acetato de potasio al 10 %. Se observé
que una cantidad significativa del tinte ya se habia filtrado en la solucién de reticulacion. Se recogieron las particulas
gelificadas que contenian el tinte restante, se secaron sobre una toalla de papel y se mezclaron en propilenglicol en
una relacion 1:2 de particulas humedas con el liquido organico en suspension. Después de 1 h de agitacion suave a
temperatura ambiente, se observé que una cantidad significativa adicional de tinte se habia filtrado en la suspension
liquida. Este experimento demuestra la dificultad de retener moléculas pequefias en matrices de gel tipicas.

Preparacion de particulas de polisacarido cargadas bioactivas de acuerdo con la presente invencion: Se
colocaron veinticinco gramos de polvo de carragenano altamente purificado y finamente molido en un vaso de
precipitados de vidrio. A esto, se afiadieron lentamente veinte gramos de la solucién de rodamina-6G mezclando
continuamente. La mezcla continué hasta que se obtuvo un polvo himedo uniforme y todavia fluido. Las particulas
cargadas con tinte se colocaron a continuaciéon en un horno secador de aire y se secaron durante 1 h a 50 °C. A
continuacion se afiadieron ciento veinte gramos de propilenglicol al vaso de precipitados y la suspension se mezcld
hasta uniformidad. Después de 1 h de agitacion suave a temperatura ambiente, se observd que el liquido
permanecia transparente y no se observo una filtracion aparente del tinte. Este experimento demuestra que las
particulas de polisacarido cargadas con tinte preparadas de acuerdo con la presente invencion pueden retener
efectivamente pequefias moléculas hidrofilas en la suspension liquida organica. Para demostrar la liberacion del tinte
tras la dilucion en agua, se afadieron 100 gramos de agua a 50 gramos de la suspension de particulas de tinte. El
liquido se volvio rojo inmediatamente, confirmando asi que las particulas de polisacarido cargadas con tinte liberan
facilmente las moléculas pequefias tras la dilucion en agua.

Ejemplo 2.
Retencién de materiales bioactivos hidréfobos en particulas de polisacarido

Lucantin-Pink es un producto astaxantina que esta disponible en el mercado fabricado por BASF, GmbH. Aunque la
astaxantina es un compuesto quimico soluble en aceite con un peso molecular relativamente pequeiio (596,84 g/ml),
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se ha hecho dispersable en agua en el producto (véase la patente de Estados Unidos n.° 7105176 [15]). En el
presente documento se us6 como pigmento trazador para demostrar su retencion dentro de la suspensioén liquida
organica de particulas de polisacarido.

Preparacion de particulas de polisacarido reticuladas, de acuerdo con métodos estandar bien conocidos en
la técnica: Se preparé una solucién que contenia Lucantin-Pink al 10 % en una mezcla 1:1 de polipropilenglicol y
aceite mineral. Se prepar6 una solucién que contenia alginato de sodio al 3 % (FMC BioPolymer, PA, EE.UU.) y se
mezcld con 25 % en peso de la solucion de Lucantin-Pink. La mezcla que contenia el polisacarido y el pigmento se
pulverizé en un bafio de agua de cloruro calcico al 5 %. Se observé que una cantidad significativa del pigmento ya se
habia filtrado en la solucién de reticulacion. Se recogieron las particulas reticuladas que contenian el pigmento
restante, se secaron sobre una toalla de papel y se mezclaron en una mezcla de polipropilenglicol/aceite mineral 1:1
p/p en una relacion 1:2 de particulas humedas con el liquido organico. Después de 1 h de agitacién suave a
temperatura ambiente, se observé que una cantidad significativa adicional de pigmento se habia filtrado en el liquido
organico. Este experimento demuestra la dificultad de retener pequefias moléculas hidréfobas en matrices de gel
tipicas.

Preparacion de particulas de polisacarido cargadas bioactivas de acuerdo con la presente invencion: se
colocaron cincuenta gramos de alginato de sodio finamente triturado en un vaso de precipitados. A esto, se
afadieron lentamente 40 gramos de la solucién de Lucantin-Pink mezclando continuamente. La mezcla continué
hasta que se obtuvo un polvo hiumedo uniforme y todavia fluido. Las particulas cargadas con pigmento se colocaron
a continuacion en un horno secador de aire y se secaron durante 2 h a 50 °C. A continuacion se afiadieron ciento
cincuenta gramos de una mezcla de polietilenglicol/aceite mineral 1:1 p/p al vaso de precipitados y la suspension se
mezclé hasta uniformidad. Después de 1 h de agitacion suave a temperatura ambiente, el liquido organico
permanecié sustancialmente transparente y no se observo lixiviacion aparente del tinte, mientras que las particulas
de polisacarido retuvieron su color oscuro y fueron facilmente visibles en el liquido. Este experimento demuestra que
las particulas de polisacarido cargadas con pigmento, preparadas de acuerdo con la presente invencion, pueden
retener efectivamente pequefias moléculas hidréfobas en suspension de disolvente organico o hidréfobo. Para
demostrar la liberacion del tinte tras la dilucion en agua, se afiadieron 100 gramos de agua a 50 gramos de la
suspension de pigmento. El liquido se volvio rojo inmediatamente, confirmando asi que las particulas de polisacarido
cargadas con pigmento liberan facilimente las moléculas pequefias tras la diluciéon en agua.

Ejemplo 3.
Preparacién de una sustancia de polisacarido termoestable que contiene enzima.

La tripsina es una serina proteasa que se encuentra en el sistema digestivo de muchos vertebrados. Hidroliza
proteinas y tiene especificidad de sustrato basada en las cadenas laterales de lisina y arginina cargadas
positivamente. Su tamafo molecular es relativamente pequefio (24 kDa), por lo que penetra facilmente en las
matrices de gel de polisacarido.

Preparacion de una sustancia de polisacarido que contiene enzima estable de acuerdo con la presente
invencion: Se prepara una solucion que contiene 10 % en peso de polvo de tripsina pura (Sigma) en tampoén Tris
0.01M. A esta solucion, se afiade agente estabilizador al 0,2 % (acido 4-formilfenil borénico, Sigma). La goma guar
(FMC BioPolymer, PA. EE.UU. se muele finamente en un molinillo de café de cocina y se tamiza a través de un
tamiz de malla de 50 micrometros. Se colocan veinticinco gramos de goma guar finamente triturada en un vaso de
precipitados. A esto, se afiade lentamente veinticinco gramos de la solucion de tripsina mezclando continuamente.
La mezcla continda hasta que se obtiene un polvo hiumedo uniforme y todavia fluido. Las particulas cargadas con
enzima se colocan a continuacion en un horno secador de aire y se secan durante 1 h a 50 °C. Se afiaden cincuenta
gramos de polietilenglicol al vaso de precipitados y la suspension se homogeneiza durante 15 minutos a 10.000
RPM (Tissue-Terror, Lab Homogenizer). La suspension de enzima estable que contiene aproximadamente 1 % de
tripsina ahora esta lista para su uso en diversos alimentos o piensos liquidos o productos nutracéuticos como se
describié anteriormente.

Prueba de estabilidad térmica de la sustancia de tripsina seca en un producto en comprimido: Cincuenta mg
de sustancia de tripsina que contiene tripsina al 10 % se mezclan con 450 mg de maltodextrina DE-1 que contiene
2 % pl/p de estearato de magnesio y 2 % p/p de silice ahumada hidrdéfila y se comprime en un equipo portatil de
prensado de pastillas (usando una carcasa de diametro de comprimido de 12,7 mm (1/2")). También se preparan
comprimidos similares que contienen polvo seco de las enzimas en forma libre y se usan para comparar con
comprimidos que contienen la sustancia enzimatica termoestable.

La actividad restante de la proteasa después de la formacion de comprimidos respecto a su actividad en la mezcla
de polvo antes de la formacién de comprimidos se determina de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica
usando azocaseina como sustratos. Los comprimidos de tripsina protegidos y no protegidos de control se colocan en
un horno a 45 °C y humedad relativa del 75 % durante 90 dias. La actividad restante de la tripsina en ambas
muestras se mide siguiendo los procedimientos estandar [16]. No se detecta actividad enzimatica en la muestra que
contiene tripsina no protegida, mientras que la actividad restante en la muestra que contiene tripsina en la sustancia
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estable es del 70 %.
Ejemplo 4.

Preparacion de una sustancia de polisacarido que contiene fitasa termoestable de acuerdo con la presente
invencion: La fitasa (Sigma) que contenia un 2 % en peso de enzima activa se dializé en un tampon tris 0,2 M para
eliminar los azucares y solutos de sales afiadidos procedentes de la solucidon enzimatica. Se afiadieron lentamente
en un vaso de precipitados veinte gramos de la solucion de enzima dializada mezclando continuamente con
veinticinco gramos de polvo de carragenano altamente purificado y finamente triturado, goma guar, agar, gelanol o
pectina. La mezcla continud hasta que se obtuvo un polvo hiumedo uniforme y todavia fluido. Las particulas cargadas
con fitasa se colocaron a continuacién en un horno de secador de aire y se secaron durante 1 h a 40 °C.

Prueba de estabilidad térmica de una sustancia fitasa seca en condiciones de extrusion de pienso
simuladas: Quinientos mg de particulas secas termoestables de las sustancias fitasa anteriores se colocaron en un
tubo que tenia un fondo de malla fina. El tubo que contenia la sustancia fitasa se aseguré en la parte superior de un
matraz Erlenmeyer y se sometié durante 10 segundos a un flujo constante de vapor caliente producido por el agua
hirviendo en el matraz. La actividad restante de la fitasa después de dicho proceso de extrusion de pienso simulado
se midid y compard con la actividad restante de la enzima libre no protegida. La Tabla 1 muestra la actividad
enzimatica restante en cada tipo de vehiculos de polisacaridos. Se descubrié que todos los polisacaridos probados
proporcionaron una proteccion significativa a la enzima bajo exposicién al vapor durante 10 segundos, no
detectandose actividad en la muestra de enzima no protegida. Esta prueba demuestra que la fitasa termosensible
protegida en una sustancia de polisacarido de acuerdo con la invencién puede mezclarse con otros ingredientes de
un pienso animal y extruirse para formar granulos de pienso.

Tabla 1. Actividad fitasa en particulas en condiciones de extrusion de pienso simuladas (exposicion a vapor durante

10 seg.)
Vehiculo adsorbente Actividad restante (%)
Carragenano 15 %
Goma guar 26 %
Agar 32 %
Gelano 17 %
Pectina 39 %

Ejemplo 5.

Efecto de varias particulas vehiculo sobre la estabilidad térmica de la fitasa en condiciones de extrusion de
pienso simuladas.

La solucién de fitasa dializada del Ejemplo 4 (20 g) se adsorbié en 25 g de almidén de maiz, almidon con alto
contenido de amilosa (Hylon V, National Starch and Chemical Co., Bridgewater, NJ), carragenano de alta pureza,
carboximetilcelulosa (Hercules Inc., Wilmington, DE), Aislado de proteina de trigo (Davisco Food Int., Eden Prairie,
MN), talco (Sigma) y carbonato de calcio (Sigma). La mezcla continué hasta que se obtuvo un polvo humedo
uniforme y todavia fluido. Las particulas cargadas con fitasa se colocaron a continuaciéon en un liofilizador y se
secaron durante la noche a 40 °C de temperatura de conservacion. La estabilidad térmica de la fitasa en las
muestras se probdé en condiciones de extrusion de pienso simuladas como se describe en el Ejemplo 4 bajo
exposicion al vapor durante 5 segundos). La actividad enzimatica restante en las muestras se da en la Tabla 2.
Estos resultados de las pruebas muestran que el carragenano es el polisacarido mas adecuado para proteger a la
fitasa en condiciones de extrusion simuladas. El almidén de maiz y los vehiculos inorganicos no proporcionaron
ninguna proteccion a la enzima.

Tabla 2. Actividad fitasa en particulas en condiciones de extrusion de pienso simuladas (exposicion a vapor durante

5 seg.)
Vehiculo adsorbente Actividad restante (%)
Almidén de maiz 0%
Almiddn con alto contenido de amilosa 60 %
Carragenano 100 %
CMC 50 %
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(continuacion)

Vehiculo adsorbente

Actividad restante (%)

Aislado de proteina de trigo 60 %
Talco 0%
CaCos 0%

Ejemplo 6.

Estabilidad al calor en condiciones de extrusion de pienso simuladas de fitasa protegida en varios
polisacaridos y recubrimiento adicional con una grasa solida fundida

La solucion de fitasa dializada del Ejemplo 4 (20 g) se adsorbi6é en 25 g de carragenano de alta pureza, goma guar
(ambos de Tic gums, White Marsh, MD), agar, alginato o pectina (todos de Sigma). La mezcla continué hasta que se
obtuvo un polvo humedo uniforme y todavia fluido. Las particulas cargadas con fitasa se colocaron a continuacion en
un liofilizador y se secaron durante la noche a 40 °C de temperatura de conservacion.

Las particulas de polisacarido cargadas con fitasa secas se calentaron a 65 °C y se afadieron lentamente y se
mezclaron con una cantidad igual de aceite de soja hidrogenado fundido (27 Stereane, Loders Crokllan LLC.,
Channahon, IL). Se afiadi6 estearato de magnesio o zinc junto con la grasa fundida para evitar la fijacion.

La estabilidad térmica de la fitasa en las muestras recubiertas se probd en condiciones de extrusiéon de pienso
simuladas como se describe en el Ejemplo 4. Las particulas de polisacarido recubiertas se sometieron durante 10
segundos a un flujo constante de vapor caliente producido por el agua hirviendo en el matraz. La actividad
enzimatica restante en las muestras se da en la Tabla 3. Estos resultados de las pruebas muestran que tanto la
goma guar como la pectina son los polisacaridos mas adecuados para proteger a la fitasa en condiciones de
extrusion simuladas.

Tabla 3. Actividad fitasa en particulas recubiertas en condiciones de extrusion de pienso simuladas (exposicion a
vapor durante 10 seg.)

Polisacarido Actividad restante (%)
Carragenano 30 %
Goma guar 70 %
Pectina 68 %
Agar 50 %
Alginato 30 %

Ejemplo 7.

Estabilidad al calor en condiciones de granulacion de pienso simuladas de fitasa protegida en goma guar y
recubrimiento adicional con una grasa sélida fundida

La solucién de fitasa dializada del Ejemplo 4 (20 g) se adsorbi6é en 25 g de goma guar de alta pureza (Tic gums,
White Marsh, MD). La mezcla continué hasta que se obtuvieron unos polvos humedos uniformes y todavia fluidos.
Las particulas cargadas con enzima se colocaron a continuacion en un liofilizador y se secaron durante la noche a
40 °C de temperatura de conservacion.

Las particulas de goma guar secas cargadas con la enzima se calentaron a 65 °C y se afiadieron lentamente
mezclando con una cantidad igual de aceite de soja hidrogenado fundido (27 Stereane, Loders Crokllan LLC.,
Channahon, IL). Se afiadi6 estearato de magnesio o zinc junto con la grasa fundida para evitar la fijacion.

La estabilidad térmica de las particulas de enzima se probd en condiciones de granulacién de pienso simuladas
donde las particulas se mezclaron en pienso de pollo molido y se sometieron durante 30 min a un flujo constante de
aire caliente a 85 °C en un horno. La actividad enzimatica restante en muestras protegidas fue del 65 % mientras
que la actividad restante en muestras no protegidas fue solo del 32 %. Estos resultados de las pruebas muestran
que la fitasa protegida de acuerdo con la presente invencion es estable en condiciones de granulacion de pienso
simuladas.
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Ejemplo 8.

Efecto de varios solutos en la soluciéon adsorbente sobre la estabilidad térmica de la fitasa en condiciones
de extrusion de pienso simuladas.

Se afiadio solucién de fitasa dializada del Ejemplo 4 (20 g) con o sin cloruro de calcio al 10 % y se adsorbi6 en 25 g
de almidén con alto contenido de amilosa. Se prepararon muestras adicionales adsorbiendo solucion dializada de
fitasa del Ejemplo 4 (20 g) afiadida con o sin sacarosa al 10 % y adsorbida en 25 g de carragenano de baja pureza
(que contenia una cierta cantidad de maltodextrina). Las sustancias de fitasa seca se prepararon como se describe
en el Ejemplo 4 y se probaron para determinar la estabilidad térmica en condiciones de extrusion de pienso
simuladas como se describe en el ejemplo 4 bajo exposicion al vapor durante 5 seg). La actividad enzimatica
restante en las muestras se da en la Tabla 4. Estos resultados de las pruebas demuestran que los solutos como las
sales y los azucares interfieren con las interacciones positivas entre los polisacaridos y la fitasa, lo cual tuvo como
resultado una actividad enzimatica sustancialmente mas baja después de las pruebas de estabilidad térmica.

Tabla 4. Estabilidad térmica en condiciones de extrusion de pienso simuladas (exposicion a vapor durante 5 seg.)

Soluto y tipo de vehiculo Actividad restante (%)

Sin soluto, Vehiculo de almidén con alto contenido de 60 %
amilosa °

KCI 10 %, Vehiculo de almidén con alto contenido de 30 %
amilosa °

Sin soluto, vehiculo de carragenano de baja pureza 58 %
sacarosa 10 %, vehiculo de carragenano de baja 8 9
pureza °

Ejemplo 9.
Preparacion de una sustancia de polisacarido estable que contiene un agroquimico.

El glifosato (Monsanto) es un compuesto organico soluble en agua y un herbicida ampliamente utilizado. Es un
herbicida sistémico, no selectivo, post-emergencia, que se absorbe cuando se aplica al follaje a través de la planta
hasta las raices. En forma de suspension, este herbicida tiende a perder rapidamente actividad, especialmente
cuando se mezcla con otros agroquimicos. Este ejemplo demuestra que el glifosato protegido en la sustancia estable
de polisacarido de la presente invencién mantuvo un nivel significativo de actividad en suspension liquida organica
en presencia de otro herbicida agroquimico (RoundUp, Monsanto).

Preparacion de una sustancia agroquimica estable de acuerdo con la presente invencion: Se preparan
soluciones que contienen glifosato o RoundUp (disponible en el mercado en Monsanto) en soluciéon organica de
polipropilenglicol. A estas soluciones, se afade tensioactivo 0,25 % (tensioactivo no ionico a base de silicona,
Kinetic™, Helena Corp). La goma xantano (FMC BioPolymer, Pa, EE.UU. se muele finamente en un molinillo de café
de cocina y se tamiza a través de un tamiz de malla de 50 micrémetros. Se colocan 100 gramos de goma xantano
finamente triturada en un vaso de precipitados. A esto, se afiaden lentamente 80 gramos de las soluciones de
glifosato o RoundUp mezclando continuamente. La mezcla continué hasta que se obtuvieron unos polvos humedos
uniformes y todavia fluidos. Los vasos de precipitados que contienen las particulas cargadas de herbicidas se
incuban a continuacion durante 1 h a 50 °C. A continuacion se afiaden cuatrocientos gramos de mezcla de aceite
mineral/polietilenglicol en una relacion 1:1 p/p a cada vaso de precipitados y las suspensiones se homogeneizan
durante 30 minutos a 10.000 RPM (Tissue-Terror, Lab Homogenizer). Las suspensiones estables de concentrado de
herbicida se mezclan y ahora estan listas para su dilucién en agua antes de la aplicacion del follaje.

Prueba de estabilidad de la suspension de la mezcla de herbicidas: Las soluciones comerciales que contienen
glifosato o RoundUp se mezclan entre si y se prueban junto con las suspensiones estables mixtas de glifosato y
RoundUp de la presente invencion. Los liquidos se colocan en un horno a 40 °C durante 30 dias. Las actividades
restantes de los herbicidas en las muestras se miden siguiendo protocolos estandar. No se detecta actividad de
glifosato en las muestras que contienen herbicidas libres y solo queda aproximadamente un 15 % de actividad de
residual, mientras que las actividades restantes en las muestras que contienen suspensiones mixtas de RoundUp y
glifosato protegidas son 80 % y 60 %, respectivamente.

Ejemplo 10.

Preparacion de una sustancia de polisacarido estable que contiene un suplemento vitaminico.

La vitamina B-12, también denominada cobalamina, es una vitamina soluble en agua con un papel clave en el
funcionamiento normal del cerebro y el sistema nervioso, y para generar glébulos rojos. Una forma sintética comun

de la vitamina, cianocobalamina, no existe en la naturaleza, pero se usa en muchos productos farmacéuticos y
suplementos, y como aditivo alimentario, debido a su estabilidad y menor costo. Sin embargo, en la formulacion de
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comprimido, se vuelve susceptible a la degradacién en presencia de otras vitaminas (por ejemplo, acido ascoérbico) y
minerales. Este ejemplo demuestra que la vitamina B-12 protegida en la sustancia estable del presente es
significativamente mas estable en presencia de acido ascorbico.

Preparacion de sustancias vitaminicas estables secas de acuerdo con la presente invenciéon: Se preparan
soluciones que contienen vitamina B-12 pura al 10 % en peso o acido ascorbico (Sigma) en una mezcla 1:1 de
polipropilenglicol y agua. A estas soluciones, se afiade emulsionante al 0,25 % (Tween 80, Sigma). La
carboximetilcelulosa (CMC, Sigma) se muele finamente en un molinillo de café de cocina y se tamiza a través de un
tamiz de malla de 50 micrometros. Se colocan cien gramos de CMC finamente triturada en un vaso de precipitados.
A esto, se afaden lentamente 80 gramos de la solucion de vitamina B-12 o acido ascoérbico mezclando
continuamente. La mezcla continia hasta que se obtiene un polvo humedo uniforme y todavia fluido. Las particulas
cargadas con farmaco se colocan a continuacidon en un secador de aire y se secan durante 1 h a 40 °C. Las
sustancias estables que contienen la vitamina B-12 y el acido ascorbico se mezclan entre si y se forman
comprimidos de 500 mg en una prensa de comprimidos. Los comprimidos se colocan en desecadores a 40 °C y una
HR de 75 % durante 3 meses y la actividad restante de ambas vitaminas se mide siguiendo los protocolos estandar.

A lo largo de la memoria descriptiva y las reivindicaciones, se usan varios términos relacionados con las
composiciones, métodos y otros aspectos de la presente invencion. A tales términos se les debe proporcionar su
significado habitual en la técnica, a menos que se indique lo contrario.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para preparar una sustancia bioactiva estable que comprende un material bioactivo,
que comprende;

(a) disolver el material bioactivo en una solucién que comprende solutos, en donde los solutos son una
molécula pequefia, seleccionada entre el grupo que consiste en sales inorganicas, y aztcares, de modo que
se obtiene una solucion bioactiva, en donde la solucidon bioactiva tiene una concentracion de material
bioactivo de al menos el 5 % y una concentracion de soluto de menos del 5 % de la solucidon bioactiva,
estando cada porcentaje basado en el peso total de la solucién bioactiva;

(b) adsorber la solucién bioactiva sobre particulas secas de polisacarido solubles en agua no gelificantes en
una relacion de masa entre la solucidon bioactiva y las particulas de polisacarido de entre 0,25:1 y 1:1, de
modo que se forman particulas cargadas de polisacarido bioactivas; y

(c) secar las particulas cargadas de polisacarido bioactivas, de modo que se obtiene la sustancia bioactiva
estable.

2. El método de la reivindicacion 1, que ademas comprende eliminar un soluto de la solucién bioactiva antes de la
etapa de adsorcion.

3. El método de la reivindicacion 1, que ademas comprende afadir un liquido organico inmiscible a la sustancia
bioactiva estable, de modo que se forma una suspension vertible estable.

4. El método de la reivindicacion 1, en donde el material bioactivo se selecciona del grupo que consiste en
aminoacidos y sus derivados, farmacos, péptidos, enzimas, enzimas industriales, vitaminas, derivados y complejos
vitaminicos, carotenos, antioxidantes, sustancias antiinflamatorias, aceites cosméticos, principios activos
antimicrobianos, peréxidos, agroquimicos y una mezcla de los mismos.

5. El método de la reivindicacion 1, en donde el polisacarido se selecciona entre el grupo que consiste en almidones,
celulosas, gomas y sus compuestos modificados y derivados.

6. El método de la reivindicaciéon 1, en donde el polisacarido es carragenano, pectina, goma guar o
carboximetilcelulosa.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde la sustancia bioactiva estable comprende el material bioactivo en una
cantidad de al menos el 1 % en peso y el polisacarido en una cantidad del 20 % o mas en peso, estando cada
porcentaje basado en el peso total de la solucién bioactiva.

8. El método de la reivindicacién 1, que ademas comprende recubrir la sustancia bioactiva estable con una capa de
grasas o ceras solidas fundidas.

9. El método de la reivindicacion 1, en donde la relacién de masa entre la solucion bioactiva y las particulas de
polisacarido es de 0,5:1.

10. Una sustancia bioactiva estable que comprende un material bioactivo en una cantidad que varia del 1 % al 40 %
en peso y un polisacarido soluble en agua en una cantidad que varia del 1 % al 70 % en peso, en donde la sustancia
bioactiva estable se produce mediante el método de la reivindicacion 1.

11. La sustancia bioactiva estable de la reivindicaciéon 10, que ademas comprende un emulsionante o un
estabilizador en una cantidad que varia del 0,5 % al 10 % en peso basado en el peso total de la sustancia bioactiva.

12. La sustancia bioactiva estable de la reivindicacion 10, en donde el material bioactivo es una enzima seleccionada
del grupo que consiste en proteasas, lipasas, amilasas, celulasas, fosfatasas, peroxidasas, oxidasas y una mezcla
de las mismas.

13. La sustancia bioactiva estable de la reivindicacion 12, que ademas comprende un compuesto seleccionado entre
el grupo que consiste en antioxidantes naturales o sintéticos, iones de metal, silicatos de metales alcalinos,
carbonatos o bicarbonatos, sulfatos, fosfatos, boratos y acido bérico.

14. La sustancia bioactiva estable de la reivindicacién 13, de modo que el compuesto estabiliza la enzima.

15. Un producto que comprende la sustancia bioactiva estable de la reivindicacién 10, en donde el material bioactivo
es una enzima.
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