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ES 2319095 T3

DESCRIPCION

Uso combinado de triglicéridos que contienen dcidos grasos de cadena media y enzimas lipoliticas exégenas como
suplementos alimentarios.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de triglicéridos (TG) que contienen dcidos grasos de cadena media (AGCM,
C4 a C12), combinados con enzimas lipoliticas exdgenas (esterasas o lipasas) como suplemento alimentario para
animales, especialmente cerdos recién destetados, para prevenir y/o aliviar los problemas que se encuentran frecuen-
temente en este momento. Esto da como resultado una marcada mejora de los rendimientos de crecimiento sin el uso
de los aditivos alimentarios clésicos, pero rebatidos.

Antecedentes de la invencion

El destete temprano (a las 3 a 4 semanas de edad) de lechones se ha convertido en una practica general en los
sistemas de crianza de cerdos para aumentar la productividad y mantener el aprovechamiento. Sin embargo, el destete
temprano carga al lechén con muchas tensiones, principalmente de origen ambiental, nutricional e inmunolégico,
combinado con una depresiéon mds o menos pronunciada de la ingesta de pienso y la movilizacién de las reservas
corporales. La mala digestién y la mala absorcién agravan a menudo la situacién, dando como resultado molestias
digestivas debidas al crecimiento bacteriano excesivo y/o infecciones viricas. Estos fendmenos interfieren en gran
medida con la rentabilidad de la empresa. Existe un vasto cuerpo bibliografico que trata estos temas (por ejemplo,
VAN DER PEET, 1992; PARTRIDGE, 1993).

Los procedimientos actualmente usados para tratar estos problemas se dirigen a la adaptacién del pienso a la
capacidad digestiva del lechdn, y/o a mejorar la aceptabilidad del pienso mediante el uso de ingredientes especificos
(por ejemplo, leche en polvo y derivados, tales como suero y lactosa, suero sanguineo en polvo, aromas), combinados
0 no con un aumento del contenido energético del pienso. Puede obtenerse un aumento del contenido energético,
entre otros modos, incluyendo grasas facilmente digeribles o metabolizables. La utilidad de los triglicéridos de cadena
media (TGCM) en este contexto esta bien documentada tanto en lechones neonatos (ODLE, 1999) como en lechones
destetados (CERA y col., 1989). Las razones de la utilidad de los TGCM son su tasa digestiva y metabdlica especifica,
revisada por BACH y BABAYAN (1982).

Las molestias digestivas se previenen y/o tratan suplementando el pienso con sustancias farmacéuticas antimicro-
bianas (antibiticos o sustancias quimioterapéuticas denominadas antibiéticos en adelante). Los efectos combinados
de las intervenciones anteriormente mencionadas dan como resultado en general una pronunciada mejora de los rendi-
mientos de crecimiento (denominada “estimulo del crecimiento” en adelante). Este estimulo del crecimiento se debe
principalmente, dependiendo de las circunstancias, a una ingesta de pienso mejorada combinada o no con una mejor
conversion de pienso (= kg de pienso/kg de ganancia). Sin embargo, existe una creciente preocupacion por el uso
de antibidticos para el estimulo del crecimiento en sistemas de produccién animal. Especificamente, existe un miedo
bien fundado en el riesgo de emergencia de resistencia cruzada a algunos antibiéticos de tltimo recurso usados en
medicina humana (CORPET, 1996; WEGENER vy col., 1998). Por lo tanto, la mayoria de estos antibidticos (también
denominados estimulantes del crecimiento) estdn ya prohibidos o lo estardn en el futuro préximo en la UE, lo que
justifica la necesidad urgente de alternativas.

Debido a que existe la creencia general de que la patologia digestiva en cerdo recién destetado estd causada princi-
palmente por bacterias gramnegativas (especialmente E. coli), y que las bacterias acidoldcticas grampositivas (bifido-
bacterias, lactobacilos) tienen un efecto protector y/o antagonista contra ellas, las alternativas propuestas actualmente
se seleccionan por su actividad anti-E. coli: por ejemplo, compuestos de cobre y cinc, d4cidos orgdnicos selecciona-
dos (4cidos grasos de cadena corta (AGCC, 4cido férmico, acético, propidnico), lactico, fumadrico, citrico, malico,
sorbico), probidticos (principalmente bacterias acidolacticas) y/o prebidticos (principalmente oligosacaridos bifido-
génicos, denominados NDO). Los compuestos de Cu y/o Zn son eficaces pero no son aceptables debido a su efecto
sobre el entorno (contaminacién). Los resultados obtenidos con pro- y/o prebidticos son impredecibles y en general
decepcionantes (CHESSON, 1994).

Existen problemas similares en otras especies animales y en animales de otros grupos de edad.

Solo los AGCC vy los 4cidos orgdnicos “cldsicos” son las alternativas mas prometedoras por el momento (ROTH
y col., 1998). Sin embargo, son necesarias dosis bastante altas, de modo que su utilidad estd limitada por su alto
coste, su naturaleza corrosiva y su sabor desagradable que interfiere en gran medida con la ingesta de pienso de los
lechones.

Los efectos antimicrobianos de los 4cidos grasos (AG) en general y sus sales (jabones) son ya conocidos hace
décadas. Se proporciona una reevaluacién de los efectos antimicrobianos de AG seleccionados (y derivados) en la
revision de KABARA (1978). Se prestaba especial atencion asf al acido laurico (C12, un miembro de la familia de
AGCM) y derivados.
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Datos bibliograficos adicionales conducen a concluir la contribucién relativamente importante de los AGCM en los
lipidos de la leche de ciertas especies animales (por ejemplo, conejo, cabra, caballo), mientras que en otras especies
las concentraciones eran bajas o incluso nulas como en la leche de cerda (DIERICK, 1998, recopilacién bibliogréfica,
comunicacién personal). En la mayoria de los mamiferos, existe una actividad lipolitica preduodenal (=de origen no
pancredtico) mds o menos pronunciada originada por secreciones linguales o gastricas. La actividad de estas lipasas
es independiente de la presencia de colipasa y dcidos biliares, son activas y estables en un amplio intervalo de pH y
tienen preferencia por AGCM en la grasa de la leche. La actividad lipasa preduodenal es alta en terneros prerrumiantes
y conejos, moderada en lechones y ausente en aves de corral (MOREAU vy col., 1988). Un exceso de AGCM puede
tener importantes efectos secundarios: es mas, hay datos de que pueden ser hipnéticos en cerdos recién nacidos (ODLE,
1999), y son un fuerte estimulo para CCK, una hormona intestinal con una pronunciada actividad saciante que podria
interferir con la ingesta de pienso (LEPINE y col., 1989). Una menor ingesta de pienso podria ser también el resultado
del fuerte olor (similar a cabra) y sabor desagradable de los AGCM libres, aunque los datos en este contexto son
escasos y no concluyentes.

Por dltimo, el documento EP 0.600.439 da a conocer que la supervivencia y crecimiento de lechones mejoran
mediante la incorporacién de grasas y aceites que comprenden triglicéridos de dcido graso de cadena media en su
pienso liquido.

Resumen de la invencion

La presente invencidn se dirige a proporcionar nuevos suplementos alimentarios para piensos animales, particular-
mente para cerdos recién destetados, que pueden reemplazar a los antibidticos usados habitualmente (y recurridos) y
a otros potenciadores del crecimiento.

La presente invencidn se refiere a un suplemento alimentario o composicién alimentaria en el que el suplemento
alimentario es una premezcla de aditivos alimentarios (vitaminas, minerales, antibiéticos, entre otros) con un portador
para uso como parte (en general de 1 a 5%) de un alimento completo, y en el que la composicién alimentaria es
el listado completo de los diferentes ingredientes alimentarios usados en un pienso completo: otro término usado a
menudo es “férmula alimentaria”.

La presente invencién proporciona el uso de al menos un triglicérido (TG) que contiene 4cidos grasos de cadena
media (AGCM: C4 a C12) combinados con al menos una enzima lipolitica exdgena (esterasa o lipasa) como suplemen-
to alimentario para piensos animales, especialmente para cerdos destetados tempranamente, para prevenir y/o aliviar
los problemas de alimentacién que a menudo aparecen en ese momento. La adicion de esta combinacién de TG y
enzimas lipoliticas exdgenas al pienso sorprendentemente da como resultado un entorno fisiolégico en el estémago
que regula y estabiliza la microflora gastrointestinal. Este efecto, combinado con el hecho de que se proporciona una
fuente de energia facilmente digerible y metabolizable, sorprendentemente da como resultado una marcada mejora
del crecimiento que es comparable con el estimulo del crecimiento obtenida con los antibidticos usados habitualmen-
te (y recurridos) y otros potenciadores del crecimiento sin efectos secundarios negativos para el animal, la industria
alimentaria y el consumidor.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 se refiere a los resultados obtenidos en el ejemplo 1 y presenta los AGCM liberados in vitro (expresados
como g/100 g de TG) para los diferentes TG examinados (fig. 1.a. aceite de coco, fig. 1.b. TGCMLI, fig. 1.c. TGCM2,
fig. 1.d. grasa lactea) y las enzimas seleccionadas. Las enzimas, codificadas L1 a L6, se usaron en una dosis de 10.000
ppm basada en el TG. Se estudi6 la liberacién de AG en medio tamponado a pH 2, 3, 4 y 5 como representativo de las
condiciones de pH que prevalecen in vivo en el estdmago.

La Fig. 2. se refiere a los resultados obtenidos en el ejemplo 2 y presenta los recuentos bacterianos totales y
selectivos (expresados como log;, de unidades formadoras de colonias, UFC por g de contenidos recientes) en los
contenidos del estomago de cerdos canulados. Las Fig. 2.a, 2.b. y 2.c. dan los resultados de los piensos con 5% de
aceite de coco, TGCM1 y grasa lactea respectivamente. El primer componente de cada figura representa los resultados
obtenidos sin enzimas lipoliticas, el segundo y tercer bloques, los resultados con la adicién de L2 y L5 (1.000 ppm
basada en el pienso) respectivamente. La primera barra es el recuento total, las barras siguientes son el nimero de
lactobacilos, estreptococos y E. coli. Los resultados indican que, con cada TG, las enzimas causan la reduccién del
recuento total y del nimero de lactobacilos.

La Fig. 3 se refiere a los resultados del andlisis de las fracciones grasas en los contenidos gastricos (en g/100 g de
contenidos) de los cerdos canulados usados en el ejemplo 2. Se da la proporcién de AG libre a AG total para los piensos
con los diferentes AG usados sin enzima (V1: aceite de coco, V4: TGCM1; V7: grasa l4ctea) o con el suplemento de
L2 o L5 (1000 ppm basada en el pienso). Los AG libres liberados sin enzimas son el resultado de la actividad de las
lipasas preduodenales enddgenas. Los resultados indican que las enzimas lipoliticas usadas potencian en gran medida
la liberacién de AG libres de cada TG ensayado.
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Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién se refiere al uso de al menos un triglicérido (TG) que contiene 4cidos grasos de cadena media
(AGCM) combinado con al menos una enzima lipolitica exdgena (esterasa o lipasa) como suplemento alimentario para
piensos animales para prevenir y/o aliviar los problemas que se encuentran frecuentemente en ese momento.

La presente invencion se refiere por tanto también a una composicion de suplemento alimentario que comprende
al menos un triglicérido (TG) que contiene acidos grasos de cadena media (AGCM) y al menos una enzima lipolitica
exdgena (esterasa o lipasa).

Los acidos grasos de cadena media segtin la presente invencidn incluyen tanto 4dcidos grasos pares como impares,
tales como 4cidos grasos que contienen C4 (4cido butirico, 4dcido butanoico), C5 (dcido valérico), C6 (4cido caproico,
dcido hexanoico), C7 (4cido heptanoico), C8 (4cido caprilico, 4cido octanoico), C9 (dcido pelargénico), C10 (dcido
céprico, dcido decanoico), C11 (4cido undecanoico) o C12 (4cido laurico, dcido dodecanoico). El componente trigli-
cérido con AGCM segin la presente invencién puede ser una composicién que contiene triglicéridos de origen natural,
tal como grasa lactea y aceite de coco. Como alternativa, dicho componente triglicérido puede comprender uno o mas
triglicéridos preparados industrialmente o una mezcla de triglicéridos de origen natural y preparados industrialmente.
Dichos triglicéridos pueden prepararse mediante interesterificacion de dcidos grasos de cadena C4 a C12.

Los ejemplos de sustancias de origen natural que son ricas en triglicéridos que contienen dcido graso de cadena
media incluyen, pero sin limitacion, aceite de coco, aceite de semilla de palma, aceite de babasu, aceite de palma
corozo, aceite de teca, aceite de cufea derivado de semillas de planta, leche de especies de mamifero tales como leche
de caballo, rata, cabra y conejo, o grasa lactea.

Los ejemplos de fuentes comerciales de triglicéridos estructurados que contienen acido graso de cadena media
sintetizados quimicamente o preparados a medida incluyen, pero sin limitacién, aquellos dados en la Tabla 10 o
aquellos ejemplificados en la seccién de materiales de los ejemplos.

El componente de enzima lipolitica segtin la presente invencién puede comprender una lipasa o una esterasa, una
mezcla de lipasas o una mezcla de esterasas o una mezcla de lipasas y esterasas. Dichas lipasas o esterasas pueden
ser de origen natural o prepararse industrialmente. Dichas enzimas lipoliticas pueden ser de origen microbiano, de
mamifero o planta.

Los ejemplos de lipasas de planta comercialmente disponibles incluyen, pero sin limitacidn, lipasas de trigo, semi-
1la de ricino, colza, mostaza y altramuz.

Los ejemplos de lipasas microbianas comercialmente disponibles incluyen, pero sin limitacién, las lipasas dadas
en la Tabla 11 o aquellas ejemplificadas en la secciéon de materiales de los ejemplos.

Los ejemplos de esterasas comercialmente disponibles incluyen, pero sin limitacion, esterasa pregastrica (EPG) de
tejido sublingual de ternero, cabrito y cordero, cuajo en pasta de cuajar repleto de ternero, cabrito y cordero, esterasa
de higado de conejo o de higado porcino.

Preferiblemente, dicho componente triglicérido segtin la invencién como se define anteriormente se afiade a una
concentracién de 0,25% a 10% al pienso.

Preferiblemente, dicho componente enzimético lipolitico se afade a una concentracién de 100 a 10.000 ppm al
pienso.

El uso de una composicioén de suplemento alimentario segtin la presente invencién es preferiblemente como suple-
mento alimentario para piensos animales, particularmente para cerdos recién destetados. El uso de las composiciones
de suplemento alimentario segun la presente invencidén no excluye sin embargo el uso de dichas composiciones como
suplemento alimentario para cerdos de otras categorias de edad o como suplemento alimentario para otros tipos de
animales.

La presente invencidn se refiere también al uso de una combinacién de al menos un TG de AGCM vy al menos una
enzima lipolitica segtn la presente invencién para la preparacion de un suplemento alimentario preferiblemente para
lechones destetados tempranamente.

La presente invencion se refiere también a procedimientos para la preparacion de suplementos alimentarios segin
la presente invencién que comprenden la etapa de mezclado de diferentes TG de AGCM y componentes de enzima
lipolitica segtin la invencion.

El mecanismo mediante el que los AGCC, AGCM y otros dcidos orgédnicos ejercen actividades antimicrobianas
estd bien documentado en la bibliografia. La creencia actual es que los dcidos no disociados (RCOOH = no ionizados)
son permeables a lipidos y de este modo pueden atravesar la membrana celular microbiana y disociarse (RCOOH —
RCOO™ + H*) en el interior mds alcalino del microorganismo. Esto causa la acidificaciéon del pH intracelular por debajo
de niveles permisibles para la supervivencia. En otras palabras, los dcidos orgdnicos actian como protonéforos que
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aumentan la entrada de H* de modo que el flujo de salida no es suficientemente rapido para alcalinizar el citoplasma
de nuevo. Las caracteristicas fisicoquimicas de los dcidos orgédnicos influyen en gran medida en su capacidad de
actuar como protondforos: (peso molecular, pKa (constante de disociacion), solubilidad). El entorno fisioldgico en el
que estin presentes (especialmente el pH en las diferentes localizaciones del tracto gastrointestinal) es también un
factor muy importante. Adicionalmente, el tipo de cubierta microbiana (principalmente peptidoglicano en bacterias
grampositivas y lipopolisacarido en gramnegativas) influye en gran medida en el paso de los 4cidos a través de la
membrana.

En primer lugar, en experimentos preliminares in vitro en los que se ensayé en un amplio intervalo de dcidos
organicos (AGCC, AGCM vy otros 4cidos organicos usados habitualmente en la industria de piensos y alimentos) su
actividad antibacteriana contra las bacterias dominantes de la microflora del intestino delgado, los presentes inventores
encontraron inesperadamente que los AGCC y los dcidos organicos usados habitualmente eran bacteriostaticos sélo a
altas concentraciones (0,02 a 0,04 M) para la flora gramnegativa (y en menor extension para los estreptococos). Sin
embargo, con los AGCM se encontrd una actividad bacteriostatica y bactericida inesperadamente alta contra bacterias
tanto grampositivas como gramnegativas. La actividad antibacteriana era dependiente del pH y mayor a pH menor, por
tanto, cuando una proporcién relativamente alta del AG estaba en la forma no disociada. En los mismos experimentos,
se propuso una concentracion bactericida minima aproximada de 0,005 a 0,01 M.

Era también inesperado que usando una combinaciéon de AGCM pudiera imitarse totalmente el espectro antibacte-
riano de los estimulantes de crecimiento antibidticos usados en la produccién intensiva de animales.

Las caracteristicas especificas de los TGCM como fuente de energia facilmente disponible estdn bien documenta-
das. Su efecto beneficioso puede resumirse como sigue (BACH y BABAYAN, 1982):

- los TGCM se digieren, absorben y transportan rdpidamente en trastornos en los que la digestién y absorcién no
son 6ptimas. Se observan a menudo mala digestién y mala absorcion en lechones recién destetados, y se atribuyen a
una caida brusca de la actividad de la mayoria de las enzimas digestivas. La deficiencia de enzimas lipoliticas poco
después del destete es muy pronunciada.

- los TGCM se oxidan rdpidamente en el organismo y son una fuente de energia abundante y rapidamente dis-
ponible. Sin embargo, los TGCM son cetogénicos lo que, cuando se dan dosis altas, puede tener efectos secundarios
narcéticos. Este efecto secundario es ciertamente indeseable en lechones.

También es indeseable el efecto depresor sobre la ingesta voluntaria de pienso, por la activacién de CCK. También
es indeseable (por el productor y/o el animal) el fuerte olor desagradable de los AGCM libres que se evaporan con
relativa facilidad.

Para obtener los efectos positivos y para evitar las caracteristicas negativas de los AGCM, los inventores tuvieron la
original idea de usar una combinacién de un TG que contiene suficiente AGCM junto con una enzima lipolitica como
suplemento alimentario, con la intencién de que se pudiera liberar suficiente AGCM en el estdémago para tener un
efecto esterilizante, dando como resultado una carga bacteriana menor en el intestino delgado y previniendo molestias
digestivas. Este efecto, combinado con la energia extra facilmente disponible de los AGCM, y el suplemento de
actividad lipasa natural en el estdémago y el intestino superior por la(s) enzima(s) lipolitica(s) exégena(s), daba como
resultado inesperadamente un estimulo del crecimiento que hacia innecesario el uso de antibiéticos. La liberacion y
absorcién graduales esperadas de los AGCM libres evitaba inesperadamente los efectos secundarios indeseados.

En resumen, la invencién describe la composicidon de un suplemento alimentario natural promotora del crecimiento
para uso en animales.

Los siguientes ejemplos y dibujos sirven para ilustrar la presente invencion.
Ejemplos
Materiales

A modo de ejemplo, se eligieron las siguientes grasas (TG) para ilustrar la presente invencion: grasa lactea, aceite
de coco y dos fuentes comercialmente disponibles de TGCM: TGCM1 (Aldo MCT Kosher Food Grade) y TGCM2
(Stabilox-860), comercializados por LONZA Inc. (Fair Lawn, NJ 070410, EE.UU.) y LODERS-CROKLAAN BV
(NL-1521 AZ Wormerveer) respectivamente. A modo de ejemplo, se eligieron las siguientes enzimas lipoliticas para
ilustrar la presente invencién: L1: lipozima 10.000L, NOVO Nordisk A/S, 2880 Bagsvaerd, Dinamarca; L2: lipasa
10.000P, Biocatalysts Ltd., CF37 SUT Pontypridd, Gales, R.U.; L3: TP 516P, Biocatalysts Ltd., CF37 SUT Pontypridd,
Gales, R.U. L4: LIPOMOD 224P, Biocatalysts Ltd., CF37 5UT Pontypridd, Gales, R.U.; L5: lipasa de SAIKEN,
NAGASE & Co, Chuo-ku, 103 Tokio, Japon; L6: lipasa de ITALASE C, SBI, Systems Bio-Industries, Inc., WI 53187-
1609 Waukesha, EE.UU. Los c6digos L1 a L6 se usardn en adelante. La seleccién de TG y enzimas lipoliticas descrita
en estos ejemplos no excluye la utilidad potencial de otros TG y enzimas lipoliticas y combinaciones de los mismos
con los fines descritos en esta invencion.
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Procedimientos para extraccion y andlisis de diferentes compuestos lipidicos

Se us6 un procedimiento de extraccién de lipido usando hexano/isopropanol (3/2, v/v) evitando cualquier etapa de
evaporacion de disolvente para prevenir cualquier pérdida de AGCM debida a su gran volatilidad.

Se us6 la esterificacion de AG catalizada por dcido (H,SO,) en el mismo medio de extraccién con formacién de
ésteres de isopropilo (FAIPE) sin pérdida de ésteres mds cortos o alteracion de los AG poliinsaturados superiores. Los
FAIPE aparecen en la fase superior del hexano.

Para el célculo de la concentracién, se usé cromatografia de GLC en una columna capilar cuantitativa (DB-225,
30 m, DI 0,25 mm, pelicula de 0,25 yum) de FAIPE individuales usando 2 patrones internos (C9 usado para dcidos C4
a C12 y C17 usado para acidos C14 a C18:3). Los coeficientes de variacién de los factores de respuesta ascendian a
0,94% para C9y a 2,51% para C17.

Se extrajo el AG libre individual del extracto lipidico con una resina de intercambio aniénico fuerte Amberlyst 26
antes de la esterificacién en el mismo medio, y se analizé mediante GLC capilar. La recuperacion media de AG libre
afiadido ascendia a 101,9%.

Ejemplo 1

Cribado in vitro de TG que contienen AGCM y enzimas lipoliticas para lipdlisis a diferentes pH (simulacion de las
condiciones gdstricas)

Se preparé una seleccion de las enzimas lipoliticas a ensayar, codificadas L1 a L6, que estaba basada en su dis-
ponibilidad comercial y un precio factible en establecimientos comerciales. Se seleccionaron los TG que contenian
AGCM basdndose en su contenido de AGCM especifico en la grasa como se especifica en la Tabla 1.

TABLA 1
Concentracion de AGCM (g/100 g de AG) en los TG seleccionados

C4 Cé cs8 C10 Cl2
Grasa léactea 3,4 2,1 1,2 2,6 3,0
Aceite de coco O 0,7 8,5 6,2 48,8
TGCM1 0 2,8 69,1 27,7 0,4
TGCM2 0 0,2 57,5 42,3 0,0

Se realizaron incubaciones in vitro en condiciones tamponadas a diferentes pH: se us6 un tampén de glicina para
incubaciones a pH 2 y pH 3; se us6 un tampdn de acetato para incubaciones a pH 4 y pH 5. Se realizaron incubaciones
durante 180 min a 37°C en un bafio de agua agitado. Los pardmetros usados para las incubaciones se eligieron para
simular lo mds estrechamente posible las condiciones in vivo en los contenidos géstricos. El medio usado para las
incubaciones estaba compuesto por los siguientes ingredientes: 0,250 g del TG seleccionado + 2,250 g de un pienso
sintético (basado en almidén, dextrosa, caseina y una premezcla de vitamina-mineral) + 10 de disolucién tampén + 0,5
ml de disolucién de pepsina (50 mg en 100 ml de agua destilada) + 10.000 mg/kg de grasa (=ppm) de la preparacion de
enzima lipolitica comercial seleccionada. En caso necesario, se fundi6 la grasa, de otro modo, no hubo preparaciones
especiales (dispersion o emulsion) de la grasa.

Se dan los resultados de las incubaciones en las figuras la a 1d, que presentan el AGCM liberado en g/100 g de
TG para los diferentes TG examinados. La actividad hidrolitica era maxima a pH 3 a 5 con cada una de las enzimas, lo
que se ajusta bien al pH existente normalmente in vivo en el estdmago de cerdos. La cantidad de AGCM libre liberado
parece depender de la cantidad presente en la fuente original de TG. La cantidad de ACGM liberado era de +3,5% con
aceite de coco, 10-15% con los dos TGCM y de +0,5% con grasa lactea.

Ejemplo 2

Experimento in vivo con cerdos con canulacion gdstrica para el estudio de la liberacion in situ de AGCM por enzimas
lipoliticas enddgenas y exogenas

Se prepararon tres cerdos (Belgian Landrace, de estrés negativo, hembras) con un peso inicial de +8,5 kg con una
cénula géstrica usando la técnica de DECUYPERE y col. (1977). Se dispusieron las cdnulas a la mitad de la curvatura
mayor de la regién fiindica.
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Se seleccionaron 3 TG (aceite de coco, TGCM1 y grasa lactea cada uno) y 2 lipasas (L2 y L5) para el presente
experimento.

Se prepararon 9 piensos usando un 95% de pienso comercial para lechones y 5% de los TG seleccionados (dado
el caso fundidos) suplementados o no con las lipasas seleccionadas (véase la Tabla 2 para los cédigos usados en

adelante). Se vertieron simplemente las grasas sobre la comida y se mezclaron concienzudamente en un mezclador
horizontal. La concentracion de las lipasas era de 1.000 ppm de la preparacién comercial en el pienso.

TABLA 2

Piensos usados en el experimento 2

Aceite de coco:

V1: 95% de pienso de lechdén + 5% de
aceite de coco
V2: idem + 1000 ppm de L2
V3: idem + 1000 ppm de L5
TGCM1:
Vl: 95% de pienso de lechdén + 5% de
TGCM1
V2: idem + 1000 ppm de L2
V3: idem + 1000 ppm de L5
Grasa lactea:
V1: 95% de pienso de lechdén + 5% de

grasa lactea
V2: idem + 1000 ppm de L2
V3: idem + 1000 ppm de L5

La composicién del pienso de lechones estaba basada en maiz, cebada, suero dcido seco, mandioca, harina de
arenque, aceite de soja y se suplement6 con una premezcla de vitamina-mineral. El pienso no contenia suplementos
estimulantes del crecimiento. El andlisis aproximado de los piensos (V1, V4 y V7) en % de lo dado era: DM: 90,6,
90,7 y 90,8; cenizas totales: 7,8, 7,9 y 8,5; proteina bruta: 15,1, 15,4 y 14,8; grasa bruta: 8,5, 8,3 y 8,3.

Se dio el pienso seco, en tres comidas iguales (alas 9, 13y 17 h), al 85% de la ingesta voluntaria de cerdos con un
peso comparable.

El experimento tenia un disefio de cuadrado latino de 3 x 3.

El experimento tuvo un transcurso exitoso. No hubo problemas de salud ni rechazos del pienso. Se hicieron las
estadisticas usando ANOVA (1997), las diferencias eran de p< 0,01 a p< 0,05 (**) o p< 0,1 (¥).

Se realiz6 el muestreo de los contenidos gastricos para andlisis quimico dos dias consecutivos, dos veces al dia, 30
min después de la comida de las 9 h y de las 13 h. Se midié directamente el pH, después de ello se almacenaron las
muestras a -20°C hasta andlisis adicional.

Se realiz6 el muestreo de los contenidos gastricos para andlisis bacteriolégico durante 1 dia, 90 min después de
la comida de las 9 h y las 13 h. Se hicieron los recuentos bacterianos usando la técnica de VAN DER HEYDE y
col. (1964). Los medios usados (todos de OXOID, R.U.) eran agar d¢ RCM + hemina para recuento total (48 h,
anaerd6bico), agar de Rogosa para lactobacilos (48 h, anaérobico), agar de Slanetz & Bartley para estreptococos fecales
(24 h, aerdbico) y agar de EMB para E. coli (24 h, aerdbico). Todas las incubaciones fueron a 37°C. Los resultados se
expresan como log,, de UFC/g de contenidos recientes (unidades formadoras de colonias).
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Los resultados del experimento pueden resumirse como sigue:

El pH de los contenidos del estémago medido a los 30 y 90 min después de la alimentacién no diferia entre los

tratamientos (piensos) y estaba en el intervalo entre 4,2 y 5,01. Esto estd dentro del intervalo éptimo de actividad
lipolitica de L2 y L5, como se encontré en el primer experimento.

Se presentan en la Tabla 3 y la Fig. 2 los resultados de los recuentos bacterioldgicos.

TABLA 3

Recuentos bacterioldgicos en los contenidos gdstricos de lechones alimentados con las dietas I a 9 (log,, de UFC/g

de contenidos recientes: media + de) (n = 6)

Total Lacto~- Estrepto-cocos E. coli
bacilos

Aceite de coco
V1 6,4+0,8 6,0%0,8 4,3+1,0 2,3%1,
V2 5,210, 3** 5,0£0,3** 4,1+40,6 2,411,
V3 5,3+0,6*%* 4,9+0,7** 2,7+1,6* 2,62,
TGCM1
V4 6,11+0,2 5,7+0,5 5,210,4 2,9t1,6
V5 4,2+0,5*~* 3,7+0,5*%* 0,0** 1,0+1,5%**
V6 3,441, 7** 2,7+1,4** (Q,5+1,2%* 0,5%1,2**
Grasa lactea
v7 6,410, 4 5,7+0,8 5,0£0,6 4,1+0,5
V8 5,610, 9* 5,5%0,3 4,0+0,7* 3,4%0,1%*
V9 5,7+0,5%* 5,5+0,5 4,0+0, 7% 4,5+1,4
*, **: diferencias por TG en la columna

Los resultados mds importantes son:
- con aceite de coco, tanto L2 como L5 redujeron 10 veces el recuento total y el nimero de lactobacilos,

- con TGCM1, ambas enzimas tenfan un efecto muy pronunciado (en general p< 0,001) y reducian el recuento
total y de lactobacilos por un factor de 100 a 1.000; los estreptococos y E. coli se reducian en general a niveles no
detectables,

- con grasa lactea, habia una reduccién de 10 veces del recuento total y del nimero de estreptococos.

Los resultados permiten la conclusion de que la combinacién de un TG que contiene AGCM y una enzima lipolitica
en el pienso es capaz de suprimir el recuento bacteriano total y la flora dominante. Este efecto es debido lo mas
probablemente a la liberaciéon de AGCM libres de los TG usados.

Se confirmé esta afirmacién mediante el andlisis quimico de las diferentes fracciones de grasa en los contenidos
gdstricos recogidos durante el presente experimento. Se dan los resultados de los andlisis en la Fig. 3, en la que se
presentan la cantidad de AG totales y libres por 100 g de contenidos géstricos recientes.

Se dan en la Tabla 4 los resultados expresados como g de AG libre por 100 g de AG total en los contenidos del
estdmago, o en otras palabras el grado (%) de hidrdlisis del TG.
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TABLA 4

Grado de hidrdolisis (g de AG libre/100 g de AG totales en contenidos gdstricos recientes) de los diferentes TG usados
en el presente experimento influido por L2 o L5

Control +L2 +L5
Aceite de coco V1 V2 V3
16,5 43,2 44,8
TGCM1 V4 V5 V6
18,9 58,5 60,9
Grasa lactea v7 V8 Vo
16,8 46,8 45,8

Los resultados para los AG individuales (no dados aqui) indicaron que no habia una liberacién preferida de AG
especificos; en otras palabras, la liberacién de AG individuales es aproximadamente proporcional a su contenido en el
TG usado. A partir de los resultados presentados en la Fig. 3 y la Tabla 1, puede concluirse que la actividad lipolitica
endégena en el estdmago de los lechones hidroliza ~16-19% de los TG. La adicién de enzimas lipoliticas exdgenas
aumenta la hidrélisis aproximadamente tres veces.

Es sorprendente e inesperado que la liberaciéon de AGCM vaya paralela con el grado de supresion de la carga
bacteriana en el estomago: se observo la supresién mas eficaz con la combinacién TGCM1 + LS, que causaba un
60,9% de hidrélisis del TG en el estémago (correspondiente a una concentracién de ~1% de AG libre y 0,6% de
AGCM), seguido de aceite de coco + L5 (0,8% de 4cidos AG y 0,3% de AGCM) y grasa lactea + LS5 (0,8% de AG
libres y 0,06% de AGCM).

Ejemplo 3

Experimento zootécnico en establecimientos comerciales: rendimiento de crecimiento combinado con observaciones
ex vivo de los contenidos gdstricos

El objetivo de este experimento era comprobar si el concepto anteriormente mencionado era aplicable y adecuado
en instalaciones comerciales y comprobar, cuando se obtenia un estimulo del crecimiento, si ésta era comparable con
el estimulo del crecimiento obtenida en lechones destetados tempranamente con antibiéticos o una combinacién de
dcidos orgéanicos de eficacia probada.

Para este experimento, se dividieron 244 lechones recién destetados (hibrido Seghers F1, peso inicial +6,5 kg)
segun la camada, sexo y peso en 4 grupos: A: 68; B = 61; C = 60 y D = 55 lechones. Se realizé el experimento en
establecimientos comerciales en instalaciones de temperatura controlada.

La composicion de los piensos estaba basada en cebada, trigo, copos de maiz, maiz extrudido, soja extrudida, ha-
rina de soja, harina de arenque, 2,5% de TG y una premezcla comercial (basada principalmente en productos lacteos,
vitaminas + minerales) para lechones destetados tempranamente (12,5%). Los tratamientos (A a D) diferian en los TG
usados y en los aditivos usados (véase la Tabla 5). Los piensos no contenian antibiticos estimulantes del crecimiento.
El pienso A era un control negativo, el pienso D un control positivo que contenia una mezcla de 4cidos organicos
usados habitualmente. Se normalizé el andlisis aproximado calculado de los piensos usados. Los contenidos formu-
lados eran (% de reciente): DM: 900 a 88,8, proteina bruta: 18,7 a 18,9, grasa bruta: 6,9, cenizas totales: 5,1-5,3. El
contenido de energia era (Nef97): 2463-2475 kcal/kg, los aminodcidos digeribles en el fleon se fijaron a: Lys: 1,07%,
Met + Cys: 0,65, Thr: 0,66, Trp 0,19.
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TABLA 5

Tratamientos usados en el experimento zootécnico

Suplemento de acidos

organicos***

A B
Aceite de TGCM2*
soja

C
TGCM2

1000
ppm* *

D

Aceite de
soja

1,5

o

* Se selecciondé el TGCM2 segun la disponibilidad comercial

** Basado en pienso reciente

***x (0,25% de acido citrico + 0,75% de &cido fumarico, 0,5%
de formiato de sodio

del pienso)

(como se especifica por el fabricante

Se prepar6 el pienso por una compaiiia de piensos comerciales, que us6 un equipamiento de pulverizacidon para
grasas y otros suplementos liquidos. Se ofrecié seco el pienso, a voluntad; el agua estaba continuamente disponible a
través de una tetilla. El experimento durd 3 semanas. Se pesaron individualmente los lechones al inicio del experimento
y semanalmente después de ello; se registré diariamente la ingesta de pienso para dos corrales (tolva de alimentacién
conjunta de dos corrales con +15 lechones cada uno). Por lo tanto, s6lo pudieron hacerse estadisticas de los pesos.
Se comprobé diariamente la condicién sanitaria visual de los cerdos por corral y se codificé en una escala de 0
(extremadamente mala) a 10 (excelente).

Se presentan en la Tabla 6 los resultados zootécnicos semanalmente.

TABLA 6

Rendimientos zootécnicos de los lechones influidos por los tratamientos (media + de)

Ingesta de pienso

Pienso
Pienso
Pienso
Pienso

Pienso
Pienso
Pienso
Pienso

Pienso
Pienso
Pienso

Tratamiento Semana 1 Semana 2 Semana Semana 1 % del
3 a 3 control
(g/d)

A 156 365 472 331 100

B 191 376 536 368 111

C 180 391 533 361 110

D 189 355 469 338 102
Crecimiento diario (g/d)

A 127%57 127457 300+133 185181 100

B 164+£73** 160x70** 301144 208+95* 111

C 165+90** 161+88** 297+173 207+116* 111

D 141+£81** 123+73 280+111 18171 98
Conversién de pienso (kg de pienso/kg de crecimiento)

A 1,23 2,88 1,57 1,79 100

B 1,16 2,35 1,78 1,77 99

C 1,09 2,43 1,79 1,74 97

D 1,34 2,89 1,68 1,87 104

Pienso

La puntuacién sanitaria visual (no dada en detalle) estaba en el intervalo entre 4 y 9 en el tratamiento A; para los
otros tratamientos, el intervalo era de 8 a 9 sin diferencias marcadas.

El crecimiento diario no diferia entre el tratamiento A y D y entre B y C. Se obtuvieron las diferencias mas
pronunciadas en las primeras dos semanas después del destete, durante las cuales se obtuvo el mejor rendimiento de
crecimiento (mds de +30% por encima del control) con el tratamiento B y C. Los mejores resultados obtenidos con
los piensos B y C (TGCM2 con o sin lipasa) son debidos a un aumento de la ingesta de pienso. Sin embargo, la mejor

10
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conversién de pienso se obtuvo con el pienso que contenia TGCM2 + lipasa. La mejora del crecimiento usando una
combinacién de TG de AGCM (TGCM?2) y una lipasa era del mismo orden que la obtenida con quinoxalinas (aditivos
con espectro tanto grampositivo como gramnegativo) (Decuypere, metanalisis de los datos bibliograficos, resultados
no publicados).

Dos semanas después del destete, se sacrificaron 5 cerdos castrados. Debido a que los cerdos se alimentaron a vo-
luntad, no habia control de la ingesta de pienso. Después de la diseccion del tracto gastrointestinal, se tomaron muestras
del estémago y del intestino delgado superior (duodeno). Se analizaron quimica y bacteriolégicamente las muestras
del mismo modo que se explicaba en el experimento anterior. S6lo se resefia aqui el recuento anaerdbico total.

El pH de los contenidos géstricos era de £3,5 y +5,7 en el duodeno; no habia diferencias entre los tratamientos. Se
reseflan los recuentos anaerdbicos totales en la Tabla 7.

TABLA 7

Recuento anaerobico total (log,, de UFC/g contenidos recientes + de) en el estomago e intestino delgado superior de
lechones, dos semanas después del destete, influido por los diferentes tratamientos (n = 5)

Tratamiento Estdmago Duodeno

A 7,0 = 0,2 6,4 + 0,5

B 7,0 £ 0,2 6,1 + 0,8

C 5,9 £ 0,5** 5,6 £ 0,5**
D 6,9 £ 0,2 5,9 + 0,4

Los resultados indican que el pienso con la combinacién de TG de AGCM (TGCM2) y lipasa (L5) causaba una
supresion significativa de +£10 veces de la carga bacterioldgica, tanto en el estdmago como en el intestino superior.
Que el efecto fuera algo menor que en el experimento previo con los cerdos con canulacién géstrica podria deberse a la
menor cantidad de TGCM usada en el presente experimento (2,5% frente a 5%) y/o a procedimientos de alimentacién
y muestreo diferentes. No obstante, el presente experimento confirmé los resultados obtenidos en el cerdo canulado
resefiados en el ejemplo 3. Lo mismo puede afirmarse para los resultados de los andlisis de las diferentes fracciones de
grasa (g/100 g de contenidos recientes) y del grado de hidrélisis (g de AG libre/100 g de AG totales) en los contenidos
gdstricos que se dan en la Tabla 8.

TABLA 8

Concentraciones de AG libres y AG totales en los contenidos gdstricos (g/ 100 g de contenidos recientes, media + de)
y grado de hidrolisis (AG libres/AG totales en %) influidas por los tratamientos en cerdos dos semanas
después del destete (n = 5)

Tratamiento A B C D

AG libres 0,28+0,06 0,444+0,10 0,95%0,22 0,31%0,09
AG totales 1,05+0,08 1,25%0,22 1,35+0,28 1,07+0,17
% de hidrdélisis 26,7 35,2 70,4 28,9

A partir de los resultados para el % de hidrdlisis puede calcularse que, para el pienso B (TGCM2) y C (TGCM2
+ L5) respectivamente, estdn presentes 0,3 y 0,4% de AGCM libres en el estdmago. En el experimento con los cer-
dos canulados, se obtuvieron las mayores concentraciones de AGCM libres (y la inhibicién mas fuerte de la carga
bacteriana, +100 veces) con TGCM1 + LS y aceite de coco + L5, 0,60 y 0,30%, respectivamente.

Los resultados combinados del experimento 2 y 3 indican claramente que existe una correlacion entre la cantidad
de AGCM libres liberados y el efecto inhibidor sobre la flora géstrica.
Ejemplo 4

Evaluacion in vitro de la combinacion optima de diferentes concentraciones de TGCM con diferentes dosis de una
enzima lipolitica seleccionada

Se establecio el siguiente experimento in vitro debido a que en opinidn de los inventores el estimulo del crecimiento
esté relacionado con y es proporcional a la inhibicién de la carga bacteriana total en el intestino delgado, en el que
se usé una combinacién aproximadamente 6ptima del contenido de un TG que contiene AGCM (TGCM1, TGCM2 y
aceite de coco) y una lipasa eficaz probada (L5).

11
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Se usaron 4 concentraciones de TG: 0, 2,5, 5 y 10%; para cada concentracién de TG, se incorpord la lipasa (L5)
a 10.000, 1.000 o 100 ppm. El medio contenia también 2,5 g por matraz de incubacién del mismo pienso sintético
(basado en almidén, dextrosa, caseina y una premezcla de vitamina-mineral) que se usé en el experimento 1. Sin
embargo, en el presente experimento, se dispersé el TG (usando goma ardbiga y goma de tragacanto) antes de afiadir
al medio. Se realizaron las incubaciones a pH 5 usando un tamp6n acetato apropiado. Finalmente, se inocul6 el
medio (15 ml) con 1 ml de una suspensién de bacterias originadas en los contenidos ileales de dos cerdos canulados
alimentados con una dieta sin aditivos estimulantes del crecimiento. Se realizaron las incubaciones durante 180 min a
37°C en un bafio de agua agitada. Todas las incubaciones se realizaron por duplicado.

Los procedimientos para el andlisis de grasas y recuentos bacterianos fueron los mismos que se usaron en expe-
rimentos anteriores. S6lo se resefia aqui el recuento anaerébico total. Debido a que se esperaba una relacion entre la
actividad antibacteriana y el peso molecular del AG, los resultados de los dcidos grasos libres se expresaron también
en moles. Los resultados se dan en la Tabla 9.

TABLA 9

Relacion entre la liberacion in vitro de dcidos grasos libres (% en g o moles en el medio) y el recuento anaerobico
total (log,y de UFC/ml de medio) con diferentes TG (TGCM1, TGCM?2 y aceite de coco) y diferentes dosis
(10.000, 1.000 y 100 ppm) de una enzima lipolitica (L5)

AG libres AG totales Recuento total

% en g M logip UFC/ml

TGCM1

Inicio 0 0 6,2
180 min, control 0 0 6,8
180 min, 10.000 ppm L5

2,5% de TGCM1 0,17 0,012 5,9
5% de TGCM1 0,34 0,024 <1
10% de TGCM1 0,63 0,044 <1
180 min, 1.000 ppm L5

2,5% de TGCM1 0,11 0,008 6,1
5% de TGCM1 0,20 0,014 4,8
10% de TGCM1 0,39 0,027 3,8
180 min, 100 ppm LS5

TGCM1

2,5% de TGCM1 0,09 0,006 6,5
5% de TGCM1 0,13 0,009 6,5
10% de TGCM1 0,22 0,015 6,2
TGCM2

Inicio 0 0 6,3
180 min, control 0 0 7,0
180 min, 10.000 ppm L5

2,5% de TGCM2 0,17 0,012 5,5
5% de TGCM2 0,30 0,021 3,4
10% de TGCM2 0,58 0,040 1,8

12
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AG libres AG totales Recuento total

% en g M logie UFC/ml

180 min, 1.000 ppm L5

2,5% de TGCM2 0,13 0,009 6,3
5% de TGCM2 0,21 0,015 6,3
10% de TGCM2 0,36 0,025 5,6
180 min, 100 ppm L5

2,5% de TGCM2 0,11 0,008 6,5
5% de TGCM2 0,16 0,011 6,6
10% de TGCM2 0,23 0,016 6,7
Aceite de coco

Inicio 0 0 7,1
180 min, control 0 0 7,1
180 min, 10.000 ppm L5

2,5% aceite de coco 0,10 0,007 7,2
5% aceite de coco 0,16 0,011 6,2
10% aceite de coco 0,36 0,025 6,2
180 min, 1.000 ppm L5

2,5% aceite de ccco 0,07 0,005 6,4
5% aceite de coco 0,13 ‘ 0,009 6,5
10% aceite de coco 0,22 0,015 6,4
180 min, 100 ppm L5

2,5% aceite de coco 0,05 0,003 6,9
5% aceite de coco 0,08 0,006 7,0
10% aceite de coco 0,13 0,009 7,0

Los resultados pueden resumirse como sigue:

- La cantidad de AG liberado es casi proporcional a la concentraciéon de TG, mientras que un aumento de
10 veces de la dosis de enzima lipolitica usada duplicaba sé6lo la concentracién de AG libres. Para cada
combinacion de % de TG y ppm de una enzima lipolitica dada, la liberacién de AG sigue el orden: TGCM 1
> TGCM2 > aceite de coco.

- Cuanto mayor es la concentraciéon de AG libre, mas pronunciada es la supresién del nimero de bacterias.
Una concentracién minima de +0,35% en g de AG en el medio parece necesaria para una supresion signifi-
cativa de la flora; ésto corresponde a 0,025 M/1. El orden TGCM1 > TGCM?2 > aceite de coco corresponde
a un aumento del peso molecular del AGCM cuantitativamente mds importante en el TG: TGCM1 = C8,
TGCM2 = C10, aceite de coco= C12.

- El protocolo in vitro usado ofrece una excelente herramienta para el cribado de las numerosas combina-
ciones de TG que contienen AGCM y enzimas lipoliticas disponibles por su utilidad como suplementos
alimentarios con un efecto estabilizante o supresor sobre la microflora gastrointestinal. Este efecto es ge-
neralmente aceptado como la base de la obtencidn de un estimulo del crecimiento.
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TABLA 10

Ejemplos de fuentes comerciales de lipidos estructurados sintetizados quimicamente (1)

Producto Composicidn Comparfiia
Aldo MCT c8, C10 Lonza Inc., Fair Lawn,
EE.UU.
Stabilox-860 Cc8, C10 Loders-Croklaan BV,
Wormerveer, Holanda
Caprenina ce6:0, C8:0, Procter & Gamble,
C22:0 Cincinatti, OH
Salatrima C3:0, C4:0, Nabisco Foods Group, East
C18:0 Hanover, NJ
Captex Cc8:0, C10:0, Abitec, Columbus, OH
Cl18:2
Captex 300 c8, C10 Capital City Products,
Columbus, OH
Captex 810B c8, C18 Capital City Products,
Columbus, OH
Tripelar- C9 Capital City Products,
gonato Columbus, OH
Cadena dimpar C7, C9 Abbott Laboratories,
mixta North, Chicago, IL
Neobee C8:0, Cl10:0, Stepan Co, Maywood, NJ
AGCL
Neobee M5 c8:0, C10:0 Stepan Co, Maywood, NJ
Neobee 1095 C10:0 Stepan Co, Maywood, NJ
Coconado C8:0 Kao Co, Wakayama, Japdn
Coconard-RK cg8, C10, C12 Kao Co, Wakayama, Japdn
TGCM c4, C5, Co, C7, Karlshamns Lipid
c8, C10 Specialties, Columbus, OH
TGCM c8, C10 Mead Johnson & Co,
Evansville, IN
(1) fuente: productos ensayados + recopilacién

bibliografica
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TABLA 11

Organismo
Candida sp.

Candida rugosa*

Candida antartica A/B

Candida lipolytica

Candida paralipolytica

Saccharomyces lipolytica

Thermomyces lanuginosus**#*

Rhizomucor mieheli

Rhizopus sp.
Rhizopus delegar
Rhizopus niveus
Rhizopus arrhizus
Rhizopus javanicus
Aspergillus sp.
Aspergillus niger
Aspergillus usamii
Aspergillus oryzae
Mucor sp.
Mucor javanicus

Mucor lipolyticus

15

Ejemplos de lipasas microbianas experimentales o comercialmente disponibles (1)

Compafiia
Amano, Biocatalysts,
Boehringer Mannheim

Fluka, Genzyme, Sigma,
Meito Sankyo

Boehringer Mannheim, Novo

Nordisk

Novo Nordisk, Boehringer
Mannheim, Amano

Novo Nordisk,
Biocatalysts, Amano

Nagase, Tokyo, Japan

Alltech
Sigma
Amano
Finnfeeds International,
Amano

Novo Nordisk
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Penicillium sp.
Penicillium roquefortii
Penicillium cyclopium
Penicillium simplissimum
Penicillium camembertii

Geotrichum candidum

Neurospora crassa

Ustilago maydis

Fusarium solana

Burkholderia cepacia***

Pseudomonas sp.
Pseudomonas alcaligenes
Pseudomonas mendocina
Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas aeroginosa

Pseudomonas spp.

Chromobacterium viscosum****

Staphylococcus sp.
Staphylococcus aureus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus hyicus

Achromobacter lipolyticum

Acinetobacter

Propionibacterium acnes

Bacillus sp.

Amano
Amano

Amano

Amano, Fluka, Boehringer

Mannheim

Genencor

Genencor

Amano

Finnfeeds International;
Karlan, CA, EE.UU.

Asahi, Tokio, Japbdn;
Biocatalysts; Karlan,

CA, EE.UU.; Toyo Jozo

Shizuoka, Japdn

* antiguamente denominada Candida cylindracea

** antiguamente denominada Humicola lanuginosus

*** antiguamente denominada Pseudomas cepacia

* ok kK C.

viscosum es idéntica a Burkholderia glumae

(1) fuente: productos ensayados + recopilacién bibliografica
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REIVINDICACIONES
1. Suplemento alimentario o composicién alimentaria que comprende al menos un triglicérido que contiene dcidos
grasos de cadena media y al menos una enzima lipolitica exdgena, en el que dicho componente triglicérido se afade
a una concentracion de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 20% al pienso y dicho componente enzimético
lipolitico se afiade a una concentracién de aproximadamente 5 a 10.000 ppm al pienso.

2. Suplemento alimentario o composicidn alimentaria segun la reivindicacién 1, en el que dicho triglicérido con-
tiene un 4cido graso de cadena media C4, C5, C6, C7, C8, C9, C10, C11 y/o C12.

3. Suplemento alimentario o composicién alimentaria segtn la reivindicacién 1 6 2, en el que dicho triglicérido es
un triglicérido de origen natural, tal como grasa lactea y aceite de coco.

4. Suplemento alimentario o composicion alimentaria segtin la reivindicacién 1 6 2, en el que dicho triglicérido es
una composicion de triglicérido preparada.

5. Suplemento alimentario o composicién alimentaria segtn la reivindicacién 1 6 2, en el que dicho triglicérido se
prepara mediante interesterificacién de dcidos grasos de cadena C4 a C12.

6. Suplemento alimentario o composicion alimentaria segtin la reivindicacién 1 6 2, en el que dicha enzima lipoli-
tica exdgena es una lipasa.

7. Suplemento alimentario o composicion alimentaria segtn la reivindicacién 1 6 2, en el que dicha enzima lipoli-
tica exdgena es una esterasa.

8. Suplemento alimentario o composicién alimentaria segin las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho triglicérido
estd presente en una composicion de triglicérido que contiene 4cidos grasos de cadena media naturales o preparados y
dicha enzima lipolitica exdgena estd presente en una composicion enzimadtica lipolitica comercialmente disponible.

9. Suplemento alimentario o composicién alimentaria segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para uso como
medicamento.

10. Suplemento alimentario o composicion alimentaria segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para uso
como agente antimicrobiano.

11. Suplemento alimentario o composicién alimentaria segin las reivindicaciones 1 a 8 para uso como promotor
del crecimiento.

12. Uso de un suplemento alimentario o composicién alimentaria para animales segtin cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 8 para la preparacién de un medicamento para lipSlisis controlada en el tracto gastrointestinal para una
estabilizacion, activacion selectiva y/o supresion de la microflora gastrointestinal.

13. Uso de un suplemento alimentario o composicién alimentaria para animales segtin cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 8 para la preparacion de un medicamento para el estimulo del crecimiento.

14. Uso segiin cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13 para animales de produccién y compaiiia.
15. Uso segtin la reivindicacion 14, en el que los animales son lechones destetados tempranamente.

16. Férmula alimentaria que comprende la composicién alimentaria segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.
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