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ES 2306 707 T3

DESCRIPCION

Procedimiento de produccién de particulas que contienen microorganismos vivos recubiertos.

La presente invencidn se refiere a un procedimiento de produccién de particulas que contienen microorganismos
vivos deshidratados recubiertos con ayuda de una sustancia que permite aumentar la resistencia de dichos microorga-
nismos a las tensiones fisicoquimicas tales como el calor, humedad, acidez o la compresion. La presente invencion se
refiere también a las aplicaciones de estas particulas en composiciones farmacéuticas, dietéticas o alimentarias.

El uso de microorganismos vivos deshidratados en aplicaciones farmacéuticas, dietéticas o agroalimentarias a me-
nudo implica que cuando se fabrican, almacenan o se usan en la prictica, estos microorganismos estén sometidos a
tensiones fisicoquimicas tales como, por ejemplo, condiciones de presién, temperatura, humedad o acidez elevadas.
Esto tiene como resultado el efecto en su capacidad para recobrar una actividad normal después de la rehidratacion,
cuando su tasa de supervivencia no se ha reducido extremadamente simplemente por la agresividad de dichos trata-
mientos.

Se han propuesto varias soluciones que apuntan a recubrir los microorganismos con una sustancia protectora.

Por ejemplo, la patente WO 99/49846 ensefia el recubrimiento de bacterias con polimeros, tales como poliacrila-
midas, o copolimeros asociados a fosfolipidos. Sin embargo, dichos polimeros no estan autorizados en los productos
alimentarios o farmacéuticos.

La patente FR 96 06215 describe el recubrimiento de bacterias con polimeros o polisacdridos hidrosolubles, lo
cual excluye cualquier estabilizacién en medio acuoso. En particular, para la conservacién de productos que contienen
microorganismos deshidratados es obligatorio garantizar una tasa de humedad muy débil, con el fin de que no sea
posible ninguna reanudacién de actividad antes de su uso en el medio deseado.

Por este motivo se han propuesto otros procedimientos que usan a modo de materia protectora sustancias comesti-
bles y resistentes a la humedad.

De acuerdo con el procedimiento descrito en el documento DE 3738599, se encapsulan levaduras en materias
grasas, tales como ésteres de dcidos grasos, cuya temperatura de reblandecimiento es superior a 29°C. De este modo
se retrasa algunas horas el inicio de la fermentacién de pan en los trozos de pasta preparados o descongelados, apro-
vechando el reblandecimiento progresivo de la sustancia de recubrimiento usada. Por lo tanto, dichas particulas no
permiten asegurar una proteccién mecdnica contra la compresion, ni una proteccién térmica eficaz.

La patente WO 9212224 se refiere a bacterias deshidratadas encapsuladas en dcidos grasos, y mds en particular
a Enterococcus faceium encapsulado en acido estedrico. Las cdpsulas se forman a partir de una pasta compuesta de
bacterias y 4cido graso intimamente mezclados en una relacién de 50 a 90% en peso de dcido graso, y se presentan
como microesferas de aglutinante en las que las bacterias estan dispersas de forma aleatoria. El tamafio de las particulas
obtenidas varfa entre 75 y 300 um. Las particulas obtenidas se pueden usar como probidticos. Dichas cdpsulas no
conllevan una capa de proteccién depositada regularmente sobre los microorganismos que aporte una estabilidad
quimica y una resistencia mecdnica y térmica homogéneas. El procedimiento de fabricacion que mezcla el aglutinante
fundido y la bacteria limita esta técnica al recubrimiento de microorganismos raros que sobreviven a un tratamiento
a temperaturas elevadas, ya que la temperatura de fusion del 4cido estedrico es de 70+1°C. Ademds, el tamaiio de las
microesferas obtenidas estd comprendido entre 75 y 300 um, lo cual limita también la aplicacién del procedimiento
al recubrimiento de masas celulares iniciales de tamafio inferior a estos valores (y también plantea problemas de
taponamiento durante las manipulaciones).

La patente US 4888171 describe un producto granular constituido por un nticleo, de azicar cristalizado por ejem-
plo, el cual estd recubierto de una composicion adherente formada de una mezcla de un aglutinante con punto de fusién
comprendido entre 25 y 60°C y de células bacterianas secas. El producto obtenido tiene una estructura estratificada
que rodea el nicleo. Este producto se prepara por un procedimiento segun el cual el aglutinante se vaporiza en una
cdmara de granulacién de forma concomitante con la alimentacién de células bacterianas secas, estando comprendi-
da la temperatura ambiente de la cdmara entre 25 y 55°C. De esta forma, para un recubrimiento que tiene un punto
de fusién superior a 60°C, la cdmara de granulacion deberd mantenerse a una temperatura superior a 55°C, a la cual
los microorganismos mueren parcialmente o estdn tan deteriorados que perecen a continuacién. Por este motivo este
procedimiento estd restringido al uso de materias de recubrimiento cuyo punto de fusién sea inferior a 60°C.

Todas las técnicas descritas anteriormente conllevan inconvenientes ligados al imperativo de conciliar los procedi-
mientos de fabricacidn agresivos y las entidades bioldgicas fragiles, lo cual constituye un obstaculo para obtener una
proteccion eficaz y duradera de microorganismos vivos, que no se ha superado hasta ahora.

Asi pues, las soluciones técnicas propuestas no permiten a la vez:

- preparar particulas protectoras de microorganismos vivos,

-y conservar los microorganismos durante la fabricacién de dichas particulas.
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En efecto, hasta el momento o la materia de recubrimiento tiene un punto de fusién suficientemente bajo para no
deteriorar los microorganismos durante la preparacion de las particulas, pero no es sélida a temperatura ambiente y
dichas particulas no pueden asegurar una proteccién eficaz y duradera; o se aplican condiciones elevadas de tempe-
ratura para obtener la fusién de la materia que debe recubrir las células, lo que permite obtener particulas sélidas y
resistentes a temperatura ambiente, pero que dafian gravemente la viabilidad de los microorganismos.

Por lo tanto, parece que hasta el momento no se han podido producir, a partir de aglomerados de células de
microorganismos vivos deshidratados preexistentes, particulas recubiertas que presenten una resistencia elevada a las
tensiones fisicoquimicas tales como el calor, humedad, acidez gastrica o la presion, de forma eficaz y duradera, y que
puedan usarse en aplicaciones de dietética, farmacia y agroalimentacion.

Las particulas obtenidas segtin la invencién presentan la ventaja de una buena resistencia a las tensiones mecénicas,
una excelente estabilidad quimica en condiciones de almacenamiento poco exigentes y para el uso buscado unido a
una viabilidad perfecta, gracias a la puesta a punto de un procedimiento sencillo y de alcance general, que a partir de
ahora hace posible el uso de un gran niimero de sustancias para el recubrimiento y la proteccién de microorganismos
vivos variados.

El principio del procedimiento de preparacién llevado a cabo en la presente invencidn se basa en el enfriamiento
rdpido de microgotas de sustancia de recubrimiento durante su inyeccioén en una cdmara de granulacidn, en el que la
camara contiene los microorganismos que se van a recubrir mantenida a una temperatura regulada compatible con la
supervivencia de los microorganismos. La eleccién de la sustancia de recubrimiento ya no depende entonces de la
compatibilidad entre su punto de fusion y la temperatura que tolera el microorganismo durante la preparacion, sino
unicamente de los criterios buscados para el producto final.

Se puede usar, por ejemplo, un recubrimiento cuyo punto de fusién sea superior a la temperatura del cuerpo
humano, de modo que las particulas no se funden y permanecen intactas durante la ingestion, con el fin de no liberar
el o los microorganismos utiles hasta que estén en el estdémago. Si ademas el recubrimiento elegido es apto para
resistir, al menos parcialmente, el ataque de los jugos géstricos, se podrd aportar la flora ttil mas alld de la barrera
gdstrica.

Las propiedades de resistencia mecdnica elevada se obtienen por la combinacién esencialmente de dos factores.
Por una parte, la sustancia de recubrimiento se elige para que esté en estado sélido a la temperatura de conservacion,
y por otra parte, las particulas se forman con una sola capa de materia hidréfoba que recubre de forma homogénea
el aglomerado de células secas, que no presenta cavidades que afloran en la superficie de forma que no se facilite la
formacién de fisuras ni los ataques quimicos, ni la rotura y aplastamiento.

Por ultimo, las particulas objeto de la presente invencién son particularmente faciles de usar, puesto que tienen una
granulometria que les confiere propiedades de fluidez apreciables en la preparacion y la manipulacién de las particulas,
ya que estas tienen una fluidez comparable a la de un liquido y no producen taponamiento.

Asi pues, la presente invencion mediante la eleccion razonable de diferentes pardmetros quimicos y fisicos que se
expondran a continuacién, propone un procedimiento de produccién de particulas dotadas de propiedades originales,
que contienen microorganismos vivos de naturaleza variada, que permite conciliar las diferentes exigencias técnicas a
nivel de su fabricacidn, su conservacién y su aplicacién.

La solucién del problema reside en la realizacioén de particulas constituidas por un aglomerado de microorganismos
vivos deshidratados y una capa de recubrimiento hidré6fobo homogéneo.

La capa hidr6foba estd compuesta principalmente de una sustancia elegida entre las materias grasas, y en particular
entre dcidos grasos o ceras, puros o mezclados entre si. La caracteristica esencial de la capa de recubrimiento es su
punto de fusién que puede estar comprendido entre 20 y 100°C, preferiblemente entre 30 y 80°C. Se prefieren los
acidos grasos saturados y en particular el dcido estedrico. También puede usarse el dcido palmitico por sus cualidades
técnicas. Las ceras animales o vegetales, tales como la cera de carnauba también son adecuadas.

A esta capa de recubrimiento se le pueden afiadir otras moléculas de aditivos conocidos, tales como antioxidantes,
azucares o proteinas, para mejorar la estabilidad de los microorganismos en las condiciones de fabricacién y/o de
conservacion de los microorganismos recubiertos segtin la invencion.

La capa de recubrimiento recubre las masas celulares de forma homogénea, es decir, su espesor varia poco y
sobretodo tiene una estructura uniforme y no contiene inclusiones ni cavidades que puedan afectar a la regularidad de
su superficie y de la misma forma a su rigidez y cohesion. También es quimicamente homogénea.

Esta claro que se recomienda la eleccién de compuestos compatibles con los usos previstos de las particulas segin
la invencién. En particular, se elegirdn preferiblemente materias que respondan al criterio de calidad alimentaria.

Los microorganismos dirigidos a ser recubiertos son células vivas secadas por liofilizacién, atomizacion o en lecho
fluidizado, y de un modo que se puedan revivir. Estas técnicas son conocidas por los expertos en la técnica. Después
de la molienda se obtienen aglomerados de células que se presentan en forma de polvo mas o menos fino. Estas masas
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celulares pueden ser practicamente esféricas, ovoides o alargadas, lisas o rugosas, regulares o irregulares. Su tamafio
estd comprendido entre algunos micrémetros y varios milimetros.

Hay una gran variedad de microorganismos, incluso los mds fragiles y sensibles a las condiciones del medio,
que son susceptibles de usarse en la preparacion de particulas segun la invencién, en la medida en que el procedi-
miento de fabricacidon de las particulas es poco agresivo comparado con las técnicas anteriores conocidas. Se pueden
citar las bacterias de uso alimentario, dietético o farmacéutico tales como por ejemplo los lactobacilos, en particular
Lactobacillus casei, L. casei rhamnosus, L. acidophilus, L. bulgaricus, L. brevis, L. helveticus; bifidobacterias; es-
treptococos, en particular Streptococcus thermophilus, Streptococcus salivarius; lactococos tales como Lactococcus
lactis; pediococos en particular Pediococcus acidilactici; enterococos; levaduras de los géneros Saccharomyces (en
particular Saccharomyces cerevisiae, S. boulardii), Kluyveromyces, etc. La eleccion de uno o de una mezcla de estos
microorganismos vendrd determinada ante todo por la aplicacién final a la que esté destinado, no siendo el criterio
limitante las condiciones de fabricacion relativamente suaves propuestas por la presente invencion.

Los polvos secos de los microorganismos mencionados antes, obtenidos por liofilizacién, atomizacién o secado
en lecho fluidizado, son adecuados como material de partida, no siendo la lista limitante. Asi, las particulas segtin la
invencién también pueden contener microorganismos que pertenecen a otras especies y que tienen interés para otros
campos de aplicacion, tales como el cosmético, la proteccién medioambiental, los procedimientos industriales que
necesitan, por ejemplo, el aporte dirigido de aditivos, o cualquier otro campo.

En las particulas segin la invencion, la proporcidn de materia de recubrimiento en relacién a la cantidad de micro-
organismos estd comprendida entre 10 y 90% en peso, ventajosamente entre 30 y 80%. Si la capa de recubrimiento
es demasiado fina, la proteccién serd insuficiente; a la inversa, si la capa es demasiado espesa, la liberacién de los
microorganismos serd mds larga. Por lo tanto, este pardmetro se regulard segtin la aplicacion final prevista, en funcién
de la rapidez de liberacién de los microorganismos deseada.

La concentracién de bacterias viables en las particulas recubiertas se deduce a partir de la proporcién relativa
entre la sustancia de recubrimiento y el polvo seco usado. Efectivamente, conociéndose el nimero de microorganis-
mos por gramo de polvo seco antes del recubrimiento, se puede calcular la concentracién por particula después del
recubrimiento. Este valor tedrico se compara con el valor real medido por los procedimientos cldsicos, a modo de
control.

La concentracion de bacterias viables se expresa en UFC/g: unidades formadoras de colonia recubiertas del micro-
organismo pertinente por gramo de particulas. El procedimiento de medicion se hace por recuento microbioldgico en
placa Petri, después de dilucién adecuada, segun las técnicas conocidas por el experto en la materia.

Las particulas finales tienen un tamafio controlado, que depende del tamaiio de los aglomerados de microorganis-
mos del polvo de partida y del espesor del recubrimiento depositado, con un didmetro medio que puede variar entre
100 y 5000 um, preferiblemente entre 300 y 2000 um. Se puede variar el tamafio de los aglomerados liofilizados en
funcién de la aplicacién prevista, usando cualquier técnica disponible para el experto en la materia, por ejemplo por
molienda prolongada.

La presente invencién se refiere a un procedimiento de produccion de particulas de microorganismos vivos des-
hidratados recubiertos como se ha descrito anteriormente, que consiste en inyectar en una cdmara materia hidr6foba
fundida, en una masa de microorganismos agitados permanentemente por rotacién del disco que hace las veces de
base de la cdmara, y barrida por una corriente de aire seco de temperatura fijada.

Este procedimiento se caracteriza porque se inyecta una sustancia hidréfoba a una temperatura superior a su tem-
peratura de fusion, estando comprendida dicha temperatura de inyeccién entre 30 y 120°C, en una cdmara que contiene
dichos microorganismos agitados por rotacién de la base de dicha cdmara y barridos por un flujo de aire a una tem-
peratura comprendida entre 10 y 50°C, de modo que la temperatura dentro de la cdmara no supere en mds de 5°C la
temperatura de viabilidad de dichos microorganismos.

Efectivamente, de forma sorprendente se ha encontrado que se puede obtener, mediante inyeccién de productos
hidréfobos fundidos en una cdmara en la que las particulas estdn sometidas a una agitacién rotatoria y a un barrido
por un flujo de aire, y habiéndose escogido razonablemente los pardmetros, particulas recubiertas que presentan las
caracteristicas deseadas de estabilidad fisica y quimica.

El procedimiento de recubrimiento usa un equipamiento comercial estdndar, llamado granulador, disponible en
diferentes tamafios compatibles con volimenes de produccion desde centenares de gramos a centenares de kilogramos
por operacion.

La figura 1 es una representacion esquematica del dispositivo. Con referencia a este dibujo, el dispositivo compren-
de una cdmara de acero inoxidable, cuya base (2) esta constituida por un disco provisto de un movimiento rotatorio por
un motor (3). Un flujo de aire es inyectado por el espacio (4) entre la base (2) y el cuerpo (1) de la cdmara. El aire se es-
capa de la cdmara por un filtro (5) puesto en la parte superior de la cimara. La masa de microorganismos en polvo (6) es
agitada por la rotacion del disco (2). Una boquilla (7) permite la inyeccién, por medio de una bomba (8), del producto
de recubrimiento mantenido a una temperatura superior a su punto de fusién a un recipiente con termostato (9).
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En la puesta en practica del procedimiento segtin la invencion, los pardmetros cuya eleccion es critica para obtener
un recubrimiento homogéneo son la temperatura del producto de recubrimiento, la temperatura del aire que barre la
cdmara, la velocidad de rotacidn, el caudal de inyeccién del producto de recubrimiento, y las masas de productos
usadas. Los ejemplos 1 a 4 ilustran modos de realizacion particulares de la invencidn, sin limitar su alcance.

La temperatura de la sustancia de recubrimiento puesta en el recipiente con termostato (9) estd comprendida entre
30 y 120°C, preferiblemente entre 60 y 120°C. En todo caso debe ser superior al punto de fusion de dicha sustancia,
sea esta un producto puro o una mezcla.

La temperatura del aire que barre la cdmara de granulacién estd comprendida entre 10 y 50°C. Esta controlada
estrictamente, de forma que en el momento de la inyeccién del producto de recubrimiento fundido, la elevacién de
temperatura que sufren los microorganismos no sea mas de unos grados, como maximo 5°C. Para algunos microorga-
nismos que soportan mal las temperaturas superiores a 40°C, se reducird, por supuesto, la temperatura de la cimara.

La velocidad de rotacién y el caudal de inyeccién del producto de recubrimiento son pardmetros interdependientes
y asociados a las masas de producto usadas. La velocidad de rotacién en general estd comprendida entre 50 y 500
rpm (rotaciones por minuto). La inyeccidn del producto de recubrimiento se puede hacer con ayuda de una o varias
boquillas repartidas en la periferia de la cdmara.

El conjunto de los pardmetros también se ajusta en funcion de la forma de los aglomerados de células de partida y
de la naturaleza del producto de recubrimiento.

Las ventajas del procedimiento descrito antes residen en la posibilidad de recubrir de forma no agresiva masas
de microorganismos de forma y tamafio variados, mediante una capa hidr6foba resistente que permite una proteccién
eficaz y duradera, asi como en las numerosas posibilidades de aplicacién que ofrecen dichas propiedades por la gran
diversidad de organismos que pueden recubrirse de este modo, en particular en los campos farmacéutico, dietético o
alimentario.

La invencién también tiene como objeto el uso de las particulas descritas en lo que antecede en los campos farma-
céutico, dietético o agroalimentario. En particular, la invencién permite afiadir microorganismos en diferentes produc-
tos alimentarios como cereales, dulces, leche en polvo, en comprimidos, etc. permitiendo una viabilidad suficiente de
dichos microorganismos durante la fabricacién de dichos productos y durante el periodo del almacenamiento que pre-
cede al consumo. También permiten proteger a los microorganismos contra la acidez gastrica para una mejor actividad
en el intestino. A partir de las propiedades originales de las particulas de la invencién, se pueden prever igualmente
muchos otros usos.

Los siguientes ejemplos ilustran de forma no limitante modos de realizacién de la presente invencidn, y pardmetros
usados para producir diferentes tipos de particulas.
Ejemplo 1

Recubrimiento de Lactobacillus acidophilus con dcido estedrico

Se introducen 600 g de un polvo liofilizado de bacterias Lactobacillus acidophilus, cepa R052, depositada en el
CNCM con el N° I-1722, comercializado por el Instituto Rosell, 8480, boulevard Saint-Laurent, Montreal, Canada,
en un granulador con flujo de aire de marca Glatt, modelo GPCG1, en la configuracién de “rotor”, que tiene una
capacidad de 3 litros. Se introducen 900 g de acido estedrico (Fluka, referencia 85683, punto de fusién P.F. = 69-71°C)
en el recipiente con termostato (9).

La operacion de recubrimiento se lleva a cabo de acuerdo con los siguientes pardmetros:

- velocidad del rotor: 300 rpm

- velocidad del aire en la cdmara: 3 a 4 m/s con abertura de la valvula de entrada al 40%
- presion de pulverizacién del recubrimiento: 2 bares (200 kPa)

- caudal de recubrimiento: 40 g/minuto

- temperatura del aire de pulverizacién: 120°C

- temperatura del 4cido estedrico: 100°C

- temperatura del aire de entrada: 30°C

- temperatura del producto: 32-35°C.
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Al final de la operacion, el granulador se vacia y las particulas se recogen y se almacenan en sobres herméticos.
Las particulas asi obtenidas tienen las siguientes caracteristicas:
- El didmetro medio de las particulas es de 400 um, con el 92% comprendido entre 100 y 600 um.
- El contenido de recubrimiento es de 60%.
- La concentracion de bacterias viables del polvo de partida es de 3,2.10" UFC/g (unidades formadoras de colonia
por gramo), la de las particulas recubiertas 1,2.10'" UFC/g de polvo introducido inicialmente.
Ejemplo 2

Recubrimiento de Lactobacillus casei con una mezcla de dcidos grasos

Se introducen 600 g de un polvo liofilizado de Lactobacillus casei, cepa EQ 85 (depositada en el CNCM con el
N° MA 64/4U), comercializado por Lallemand SA, 15130 Saint Simon, en el mismo granulador que el usado en el
ejemplo 1, y el producto de recubrimiento se pone en el recipiente con termostato. El producto de recubrimiento es
una mezcla de dcido estedrico/acido palmitico a partes iguales, cuyo punto de fusién es P.F. = 55°C, comercializado
por Exaflor (47, ailée de Chanteraine, 91190 Gif sur Yvette, Francia), con la denominacién Stéarine™ 50/50.
Los pardmetros usados son los mismos que los mencionados en el ejemplo 1, excepto:
- temperatura del producto de recubrimiento: 80°C

- temperatura del aire de entrada: 25°C

- temperatura del producto: 28-32°C

Las particulas obtenidas tienen las siguientes caracteristicas:
- Tienen un didmetro medio de 750 um, con el 90% comprendido entre 100 y 1000 pm.
- El contenido de acido graso es de 60%.
- La concentracion de bacterias viables del polvo de partida es de 4,8.10"" UFC/g, la de las particulas recu-
biertas 1,6.10" UFC/g.
Ejemplo 3

Recubrimiento de Saccharomyces cerevisiae con una cera vegetal

Se introducen 750 g de una preparacién de levadura seca Saccharomyces cerevisiae, depositada en el CNCM con
el N° I-1079, comercializada con la marca Levucell SB, por Lallemand Sarl, 15130, Saint SIMON, en el granulador
con flujo de aire usado en el ejemplo 1, y se recubren con 750 g de una cera vegetal, cera de carnauba, cuyo punto de
fusion es P.F. = 83-88°C, (comercializada por Exaflor, Gif sur Yvette, Francia).

Los parametros son idénticos a los del ejemplo 1, excepto:

- temperatura de la cera: 120°C

- temperatura del aire de entrada: 40°C

- temperatura del producto: 45-48°C

Las particulas obtenidas tienen las siguientes caracteristicas:
- Tienen un didmetro medio de 1200 um, con el 90% comprendido entre 500 y 25000 pm.
- El contenido de 4dcido graso es de 50%.

- La concentracién de células viables del polvo de partida es de 3.10'° UFC/g, la de las particulas recubiertas
1,45.10'° UFC/g del polvo de partida.
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Ejemplo 4

Recubrimiento de Pediococcus acidilactici con una mezcla de dcidos grasos

Se introducen 80 g de polvo liofilizado de Pediococcus acidilactici, cepa depositada en el CNCM con el N°
MA 18/5M, comercializado por Lallemand SA, 15130, Saint SIMON, con la marca Bactocell, en un granulador
GLATT(™), modelo CRG200, de 450 litros de capacidad, equipado con 2 boquillas de inyeccién. Las células liofili-
zadas se recubren con 160 kg de Stéarine 50/50(™) (Exaflor, Gif sur Yvette, Francia).

Los pardmetros de preparacion de las particulas son los siguientes:

- velocidad del rotor: 120 rpm

- caudal de aire: 1500 a 2000 m*/h

- presion de pulverizacién: 5 bares (500 kPa)

- caudal del 4cido graso: 800 g/min (400 g/min por boquilla, en las 2 boquillas)
- temperatura del recubrimiento: 80°C

- temperatura del aire de pulverizacion: 120°C

- temperatura del aire de entrada: 25°C

- temperatura del producto: 30°C+2°C.

Las particulas obtenidas tienen las siguientes caracteristicas:
- El didmetro medio es de 400 um, con el 87% comprendido entre 100 y 600 um.
- El contenido de recubrimiento es de 75%.
- La concentracion de bacterias viables del polvo de partida es de 3.10'"! UFC/g, la de las particulas recubier-
tas 7,5.10"" UFC/g.
Ejemplo 5
Estabilidad térmica
Se estudi6 la viabilidad de las bacterias Lactobacillus acidophilus en el polvo liofilizado usado en el ejemplo 1
por una parte, y en las particulas recubiertas obtenidas segin este mismo ejemplo 1 por otra parte, en las siguientes
condiciones:
Se introducen muestras de 10 gramos de cada preparacién en tubos herméticos, mantenidos en un bafio marfa
a 50°C. Se retira un tubo de cada preparacién del bafio maria después de 1 hora, 4 horas, 7 horas y 24 horas, y se

determina inmediatamente la concentracidén de bacterias viables.

Los resultados se dan en la siguiente tabla 1. Las concentraciones se expresan en UFC/g y en porcentaje de la
concentracién de cada muestraa T = 0:

TABLA 1
Tiempo 0 1mes | 2meses | 3 meses | 4 meses
Polvo liofilizado 3,1.10° | 1,3.10° | 1,210° | 99.10° | 4,8.10°
(100%) | (42%) (38%) (32%) (15%)
Particulas recubiertas | 7,5.10° | 6,4.10° | 55.10° | 53.10° | 52.10°
(100%) | (85%) (73%) (71%) (69%)
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La estabilidad a 50°C de las bacterias en forma de particulas recubiertas segun la presente invencién mejora mucho
en relacion con la de las bacterias en forma de polvo liofilizado.

Ejemplo 6
Estabilidad en la leche en polvo

Se estudié la viabilidad de las bacterias Pediococcus acidilactici en el polvo liofilizado usado en el ejemplo 4
por una parte, y en las particulas recubiertas obtenidas segin este mismo ejemplo 4 por otra parte, en las siguientes
condiciones:

Las preparaciones de bacterias se mezclan con leche en polvo (marca Régilait) en una relacion de 1% en peso
de preparacién bacteriana por 99% de leche en polvo. Las mezclas se reparten en muestras de 100 gramos en sobres
de polietileno sellados. Los sobres se mantienen a 30°C en una estufa. Cada mes se analiza el contenido de bacterias
viables en un sobre de cada mezcla.

Los resultados se indican en la siguiente tabla 2. Las concentraciones se expresan en UFC/g y en porcentaje de la

concentracion de cada muestraa T = 0:

TABLA 2

Tiempo 0 1h 4 h 7h 24 h

Polvo liofilizado

3,1.10"
(100%)

2,9.10"
(93%)

1,1.10™
(35%)

9.10"
(29%)

2,5.10°
(8%)

Particulas recubiertas

1,2.10"
(100%)

1,2.10"
(100%)

1,2.10"
(100%)

1,1.10™"
(92%)

9.10™
(69%)

En presencia de leche en polvo a 30°C, la estabilidad de las bacterias en forma de particulas recubiertas segtin la
presente invencién mejora mucho en relacioén con la de las bacterias en forma de polvo liofilizado.

Ejemplo 7
Estabilidad gdstrica

Se estudio la estabilidad de las bacterias Lactobacillus acidophilus en condiciones que simulan el paso al estémago,
seglin el siguiente protocolo:

Se preparan dos muestras, una a partir del polvo liofilizado como el usado en el ejemplo 1 y la otra a partir de
particulas recubiertas segin el mismo ejemplo 1. Para cada muestra, se introduce 1 gramo de polvo liofilizado o de
particulas recubiertas en un matraz que contiene 100 ml de una solucién de acido clorhidrico 0,1 N (pH 1,2). El matraz
se pone con agitacion en un bafio marfa a 37°C durante 1 hora. Después la suspension se centrifuga, y el sedimento se
recoge en 100 ml de tamp6n de fosfato a pH 7,0. Se determina entonces la concentracién residual de bacterias viables
y se compara con la de un testigo en el que el dcido clorhidrico se ha sustituido por una solucién tamponada a pH 7,0.

En estas condiciones, las bacterias Lactobacillus acidophilus en forma de polvo liofilizado son destruidas practica-
mente por completo (supervivencia inferior a 0,01%), mientras que las mismas bacterias contenidas en las particulas
recubiertas presentan una tasa de supervivencia de 15%.

Se estudié la estabilidad de las bacterias Lactobacillus casei segitin el mismo protocolo:

Las bacterias Lactobacillus casei contenidas en el polvo liofilizado como el usado en el ejemplo 2 son destruidas
casi por completo por el ensayo gastrico (supervivencia inferior a 0,01%), mientras que las mismas bacterias conteni-
das en las particulas recubiertas segtin el mismo ejemplo 2 presentan una tasa de supervivencia en este mismo ensayo
de 25%.
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Ejemplo 8
Estabilidad en la compresion

Se prepararon comprimidos a base de microorganismos Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Saccha-
romyces cerevisiae 'y Pediococcus acidilactici, secados por liofilizacién, como los descritos en los ejemplos 1, 2,3y 4

respectivamente, segun el siguiente protocolo:

Para cada muestra microbiana, el polvo liofilizado se mezcla en una relacién de 5% en peso en un excipiente
compuesto de la siguiente forma:

- 49% de sorbitol (referencia Neosorb 60w, UPSA),
- 49% de lactosa (referencia Fast flow, Seppic)
- v 2% de estearato magnésico (UPSA).

Se introduce cada mezcla sucesivamente en un aparato de compresion de tipo alterno, modelo EKOD comercia-
lizado por Korsh. Las fuerzas de compresion ejercidas son 17500 N en el pistén superior y 16400 N en el piston
inferior.

Se determinan las concentraciones de células viables en cada mezcla antes de la compresién y después en los

comprimidos. Los resultados expresados en porcentaje de supervivencia después de la compresion, se indican en la
siguiente tabla 3:

TABLA 3
Especie Lactobacillus|Lactobacillus| Saccharomyces | Pediococcus
acidophilus casei cerevisiae acidilactici
Polvo no recubierto 44% 3% 2% 48%
Particulas 98% 10% 16% 100%
recubiertas

La supervivencia después de compresion de las bacterias o levaduras contenidas en las particulas recubiertas mejora
mucho en relacién con los correspondientes polvos no recubiertos.
Referencias citadas en la descripcion

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es s6lo para la conveniencia del lector. No forma parte del docu-
mento de patente europea. Aunque se ha puesto el maximo cuidado al compilar las referencias, no pueden excluirse
posibles errores u omisiones y la OEP niega cualquier responsabilidad al respecto.
Documentos de patentes citados en la descripcion

e WO 9949846 A [0004] e WO 9212224 A [0008]
e FR 9606215 [0005] e US 4888171 A [0009]

e DE 3738599 [0007]
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de recubrimiento de microorganismos vivos deshidratados con una capa hidréfoba homogénea
que comprende una sustancia elegida entre dcidos grasos, ceras o una mezcla de los mismos, caracterizado porque
dicha sustancia hidréfoba se inyecta a una temperatura superior a su temperatura de fusion, estando comprendida dicha
temperatura de inyeccion entre 30 y 120°C, en una cdmara que contiene dichos microorganismos agitados por rotacién
de la base de dicha cdmara y barrida por un flujo de aire a una temperatura comprendida entre 10 y 50°C, de modo que
la temperatura de la cdmara no supere en mas de 5°C la temperatura de viabilidad de dichos microorganismos.

2. Procedimiento de recubrimiento de microorganismos vivos deshidratados segtn la reivindicacién 1, caracteri-
zado porque la temperatura de inyeccion de dicha sustancia hidréfoba estd comprendida entre 60 y 120°C.

3. Procedimiento de recubrimiento de microorganismos vivos deshidratados segun la reivindicacién precedente,
caracterizado porque dicha sustancia hidréfoba de recubrimiento tiene un punto de fusién comprendido entre 20 y
100°C.

4. Procedimiento de recubrimiento segun la reivindicacién precedente, caracterizado porque dicha sustancia hi-
dréfoba de recubrimiento tiene un punto de fusién comprendido entre 30 y 80°C.

5. Procedimiento de recubrimiento segiin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque dichos
microorganismos vivos deshidratados se eligen entre lactobacilos, bifidobacterias, estreptococos, enterococos, pedio-
cocos, levaduras o una mezcla de los mismos.

6. Procedimiento de recubrimiento segiin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la pro-
porcion de dicha sustancia de recubrimiento inyectada estd comprendida entre 10 y 99% en peso de particulas finales.

7. Procedimiento de recubrimiento segtn la reivindicacién precedente, caracterizado porque la proporcién de
dicha sustancia de recubrimiento inyectada estd comprendida entre 30 y 80% en peso de particulas finales.

8. Procedimiento de recubrimiento de microorganismos vivos deshidratados segiin una cualquiera de las reivindi-
caciones precedentes, caracterizado porque la velocidad de rotacion de la base de dicha camara estd comprendida
entre 50 y 500 rpm.

9. Procedimiento de recubrimiento de microorganismos vivos deshidratados segin una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado porque el didmetro medio de las particulas obtenidas estd comprendido entre 100 y
5000 pm.

10. Aplicacién de un procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 9, para preparar particulas destinadas a
producir composiciones farmacéuticas, dietéticas o alimentarias.
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