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DESCRIPCION
Composiciones nutracéuticas que contienen probiéticos en un vehiculo oleoso
Campo de la invencion
La presente invencién concierne a composiciones nutracéuticas que contienen probiéticos, en particular lactobacilos.
Antecedentes de la invencion

El término "probidticos" identifica microorganismos beneficiosos, sean bacterias (por ejemplo lactobacilos vy
bifidobacterias) u hongos (por ejemplo levaduras), que contribuyen al mantenimiento de una composicién correcta
de la microflora intestinal en los mamiferos. A consecuencia de estrés, estados patolégicos o administracion de
farmacos, la composicion de la microflora puede variar, con alteracién consiguiente de la funcionalidad del tracto
gastrointestinal. Se ha demostrado que la administracion de probiéticos no sélo ayuda a restablecer las funciones
fisiolégicas normales, sino que contribuye también a prevenir formas de diarrea causadas por bacterias patdgenas,
infecciones del aparato urogenital y enfermedades atdpicas.

Uno de los problemas asociados con la administracion de probiéticos consiste en el hecho de que su vitalidad
disminuye si el proceso para preparacion de las formas de administracién se lleva a cabo en condiciones
incontroladas, por ejemplo si la temperatura aumenta excesivamente (usualmente por encima de 40°C) o si la
humedad durante el curso del proceso es demasiado alta. Ademas, el contenido de microorganismos vitales en las
formulaciones puede disminuir a lo largo del tiempo cuando las mismas se almacenan en condiciones inferiores a las
Optimas (humedad del aire y temperatura elevadas).

Un problema adicional asociado con la administracién de probiéticos consiste en el hecho de que su vitalidad
disminuye sustancialmente en el estomago debido a la accion de los jugos gastricos y al bajo valor de pH, en tanto
gue ello es necesario para que los mismos alcancen el intestino en ndmero suficiente para producir su efecto
beneficioso; por tanto, es necesario proporcionar alimentos o composiciones funcionales que sean capaces también
de proteger tales microorganismos en el ambiente gastrico.

Varias composiciones nutracéuticas y alimentos funcionales que contienen probidticos se encuentran actualmente
en el mercado. El problema de controlar el contenido de agua se ha resuelto, por una parte, por preparacion de
formulaciones sdélidas, como por ejemplo microcapsulas, y por otra parte por reemplazamiento del agua en las
formulaciones liquidas con vehiculos oleosos. US 4.518.696 da a conocer, por ejemplo, composiciones liquidas que
contienen probidticos, en particular lactobacilos, dispersados en aceite de girasol en presencia de silice ("silice de
combustion”). Sin embargo, es sabido que incluso los disolventes oleosos contienen cierto porcentaje de agua, lo
cual puede deteriorar la estabilidad de los microorganismos. Ademas, las formulaciones basadas en aceite no
pueden redispersarse facilmente en el agua, lo que las hace dificiles o desagradables de ingerir, particularmente
para los nifios.

Formulaciones basadas en aceite que contienen material biolégico, en particular microorganismos probioticos, se
describen por ejemplo en WO 2009/061222; en tales formulaciones, el efecto de estabilizacion se consigue
recubriendo el material biolégico con un aceite y un polimero natural. Esta solicitud propone también afadir
opcionalmente un desecante, uno de los cuales es la silice, en cantidad variable, a fin de obtener una consistencia
mas densa, que pueda someterse asi a extrusion o compresion para obtener tabletas, granulos, pildoras o pelets.

Descripcion de la invencion

El objeto de la presente invencién son composiciones nutracéuticas que contienen probiéticos en un vehiculo
oleoso, caracterizadas porque contienen un éster de sorbitan, una sal palmitato de ascorbilo y silice.

Para los propésitos de la presente invencion, el término "probiotico” identifica microorganismos probidticos
seleccionados de bacterias y hongos, con inclusion de levaduras, sean naturales o modificados genéticamente.
Debe entenderse también que las formulaciones de la invenciéon pueden contener microorganismos pertenecientes
a la misma cepa, o bien microorganismos pertenecientes a cepas diferentes. Preferiblemente, las composiciones de
la invencion conciernen a bacterias, como lactobacilos o bifidobacterias; ejemplos especificos de las primeras son
Lactobacillus Acidophilus, Lactobacillus Casei, Lactobacillus Casei Immunitas, Lactobacillus Acidophilus,
Lactobacillus Reuteri, Lactobacillus Bulgaricus, Lactobacillus Sporogenes, Lactobacillus spp, en tanto que
ejemplos especificos de los ultimos son Bifidobacterium Bifidus, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium  brevis, Bifidobacterium actiregularis. Segun una realizacion particular de la invencién, el
lactobacilo es Lactobacillus rhamnosus LGG ATCC 53103 (descrito en US 4.839.281), que produce una sustancia
antimicrobiana que actlia contra diversas bacterias de la microflora intestinal y que se ha demostrado es eficaz en el
tratamiento de la diarrea por Rotavirus, la diarrea de los viajeros y la diarrea por Clostridium difficile.

El término "vehiculo oleoso" identifica uno o mas lipidos del tipo triglicérido con longitud de cadenas de carbono
diferente, usualmente entre 6 y 18 atomos de carbono; ejemplos de tales lipidos son aceite de coco, aceite de
germen de trigo, aceite de girasol, aceite de oliva y triglicéridos derivados de ellos; preferiblemente, se utilizan
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trigicéridos Cs-C1o de cadena media de carbonos, como el triglicérido caprilico/caprico derivado de aceite de coco.
Productos disponibles comercialmente basados en estos lipidos son producidos por Cognis con los nombres

comerciales Migliol® 810, Migliol® 812, Delios® C, Delios® V, Delios® S o Cetiol® LC.

El término "éster de sorbitan" identifica un éster de sorbitan con HLB alto, usualmente entre 10 y 20; ejemplos de
ésteres de sorbitan con valor HLB alto son: monolaurato de polioxietilen-(20)-sorbitan (polisorbato 20);
monopalmitato de polioxietilen-(20)-sorbitdn (polisorbato 40); monoestearato de polioxietilen-(20)-sorbitan
(polisorbato 60); triestearato de polioxietilen-(20)-sorbitan (polisorbato 65); monooleato de polioxietilen-(20)-
sorbitan (polisorbato 80) y trioleato de poli-oxietilen-sorbitan (polisorbato 85). Segun una realizacion preferida de
la invencidn, el éster de sorbitan se selecciona de polisorbato 60 y polisorbato 80; el Gltimo es particularmente
ventajoso desde el punto de vista de la formulacién, dado que es liquido.

El palmitato de ascorbilo es el éster del acido L-ascdrbico con acido palmitico (C16) y el mismo es ampliamente
utilizado en las industrias de cosméticos y alimentarias como agente antioxidante y estabilizador para sistemas
emulsionados, en particular como antioxidante para prevencion del enranciamiento en las grasas (E304). En la
industria de los cosméticos, el mismo se utiliza como forma de acido L-ascérbico absorbible en la piel. Gracias a la
estructura anfifilica conferida al mismo por la porcion hidréfila del acido L-ascérbico y por la porcién lipéfila del acido
palmitico, ASP se comporta como un agente tensioactivo. El mismo no es muy soluble en agua per se, pero a
concentraciones comprendidas entre 0,5y 5,0% (p/p con respecto a la fase acuosa), en particular entre 2y 3%, y a
temperaturas elevadas, se disuelve y forma un coagel blanco compacto por enfriamiento. Sin embargo, dado que
ASP posee dos hidroxilos acidos (enodiol) es posible obtener soluciones transparentes incluso en condiciones frias
por adicion de una base, gracias a la formacion de una sal de ASP, que es ventajosa para los propoésitos de
obtencion de emulsiones de ingredientes 0 sustancias activas termolabiles, como los probiéticos. En las
composiciones de la invencién, se utiliza una sal de acido ascérbico con un aminoacido basico como L-arginina o L-
lisina o con un péptido de reaccién alcalina, por ejemplo L-carnosina. Segun una realizacién particular de la
invencion, el acido ascorbico esta salificado con L-arginina.

Para la preparacion de las composiciones de la invencion, se utilizan microorganismos probiéticos en estado seco,
en los cuales el contenido de agua se ha reducido ya con métodos conocidos, por ejemplo por procesos de secado o
liofilizaciéon conocidos por las personas expertas en la técnica, y en los cuales la concentracion de células esta
comprendida entre 100 x 10° y 500 x 10° unidades formadores de colonias (ufc)/g, preferiblemente entre 300 x 10° y
400 x 10° ufc/g. Usualmente, las composiciones de la invencién contienen un porcentaje en peso de microorganismo
en forma de polvo de entre 2 y 10%, preferiblemente entre 3 y 5% con respecto al vehiculo oleoso. En la presente
descripcion, los porcentajes de los ingredientes individuales se expresan en peso con respecto al peso del vehiculo
oleoso. El contenido de éster de sorbitan esta comprendido entre 20 y 50%; el contenido de éster de acido ascérbico
esta entre 3 y 10%, preferiblemente entre 5 y 8%; el contenido de silice esta entre 0,5 y 5%, preferiblemente entre 1
y 3%, mientras que el contenido de base organica, en particular de L-arginina, varia entre 0,05 y 3%, preferiblemente
entre 1y 2%.

Ademas, las composiciones segun la invencidon pueden contener también polioles, en una cantidad comprendida
entre 0,2 y 1,0%, para conferir un sabor dulce. Ejemplos de polioles adecuados son sorbitol, fructosa y sucralosa,
preferiblemente sucralosa, en una cantidad comprendida entre 0,010 y 0,5%.

Las composiciones segun la presente invencion pueden prepararse por un proceso que comprende los pasos
siguientes:

a) calentamiento del vehiculo oleoso a una temperatura comprendida entre 50 y 80°C;

b) adicion al vehiculo oleoso calentado del éster de sorbitan, agitando continuamente hasta que se obtiene una
solucién transparente;

c) adicion de silice a la soluciéon obtenida en el paso b), agitando continuamente hasta que se obtiene una
solucion transparente;

d) enfriamiento a la temperatura ambiente de la solucién obtenida en el paso c);

e) adicion de la base, el poliol y el probidtico a la solucidon enfriada, agitando continuamente el sistema;
preferiblemente, estos ingredientes se afiaden en sucesion. En caso de que sea necesaria agitacion, se
emplea usualmente agitacion mecanica.

Las composiciones asi obtenidas pueden formularse, junto con los posibles excipientes fisiologicamente aceptables,
de una manera adecuada para administracion oral. En particular, las composiciones pueden envasarse en frascos
de dosis multiples equipados con cuentagotas, a fin de que el usuario pueda tomar la dosis adecuada y mezclarla
con agua o con otra formulacién acuosa que contenga excipientes. Segun una realizacion particularmente ventajosa,
la composicion puede envasarse en la forma de pequefios frascos monodosis, posiblemente en combinacién con un
recipiente separado que contiene una soluciéon acuosa que contiene los excipientes, para ser mezclados en el
momento de la administracion.
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Por tanto, la presente invencién comprende también un kit constituido por la composiciéon de la invencién y un
vehiculo acuoso que contiene excipientes fisiolégicamente aceptables. Ademas, la composicién de la invencion
puede formularse en forma de capsulas blandas que se toman con agua. Estas formulaciones farmacéuticas pueden
prepararse con excipientes y por métodos conocidos por las personas expertas en la técnica, por ejemplo como se
describe en Remington, "The Science and Practice of Pharmacy" (Lippicott Williams y Wilkins, edicion 212).

Las composiciones de la invencion son ventajosas dado que la asociacion entre los ésteres de sorbitan y una sal
palmitato de ascorbilo (ASP) forma una mixtura tensioactiva que, después de la adicién de una fase acuosa, permite
la formacién de emulsiones extemporaneas por simple agitacién en frio. La presencia de silice al mismo tiempo hace
posible deshidratar y espesar el vehiculo oleoso. Los tests de estabilidad realizados sobre formulaciones preparadas
en escala piloto han demostrado que después de 90 dias, tanto a una temperatura de 25°C como de 4°C, la vitalidad
de las cepas se mantiene inalterada. Una ventaja adicional consiste en el hecho de que el proceso de preparacién
es simple y eficaz en costes desde el punto de vista industrial, dado que el mismo consiste esencialmente en pasos
de mezcladura que no requieren aparatos coSstosos.

La invencion se ilustrara a continuacién con mayor detalle en el ejemplo que sigue.
Ejemplo

Composicion 1

Se pesaron 16,5 g de Delios S en un vaso de precipitados de vidrio limpio y seco, se afadieron 10 g de Veremul T
60y 1,5 g de palmitato de ascorbilo, después de lo cual la mixtura se calenté a 50°C hasta que se obtuvo una fase
transparente sin agregados no disueltos (ASP). Bajo agitacion continua y calentamiento se afiadieron 0,6 g de silice,
comprobando que la fase se espesa mientras se mantiene transparente. Una vez que se hubieron afiadido los
ingredientes, la mixtura se enfri6 en agua fria al bafio maria y, una vez que se hubo alcanzado una temperatura
inferior a 30°C, se afiadieron 0,3 g de arginina y 0,1 g de sucralosa, manteniendo bajo agitacion mecanica enérgica;
finalmente, se afiadié 1 g de fermentos LGG (350 x 10° UFC/g), cubriendo el vaso de precipitados con aluminio
hasta que se obtuvo una dispersion transparente, que se envaso en frascos de 10 y 6 gramos.

Frascos monodosis de 10 g

Ingrediente Cantidad (g)

Delios S (triglicéridos de acido caprilico/caprico) 5,5000
Veremul T 60 (polisorbato 60) 3,3333
Palmitato de Ascorbilo 0,5000
Silice 0,2000
Arginina base 0,1000
Sucralosa 0,0020
Fermentos Lacticos (Cepa LGG , 350 x 109 ufc/g) 0,3333
Total 10 g

Frascos monodosis de 6 g

Ingrediente Cantidad (g)

Delios S (triglicéridos de acido 3,300
caprilico/céprico)

Veremul T 60 (polisorbato 60) 2,000
Palmitato de Ascorbilo 0,300
Silice 0,120
Arginina base 0,060
Sucralosa 0,020
Fermentos Lacticos (Cepa LGG , 350 x 109 0,200
Total 6.000
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Formulacion 2

Procediendo como se describe para la formulacion 1, pero utilizando Veremul T 80 en lugar de Veremul T 60, se
prepararon frascos monodosis de 6 y 10 g.
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REIVINDICACIONES

1. Composiciones nutracéuticas basadas en fermentos probiéticos en un vehiculo oleoso, caracterizadas porque
contienen una sal palmitato de ascorbilo con un aminoacido basico o con un péptido de reaccién alcalina, un éster
de sorbitan y silice.

2. Composiciones segun la reivindicacion 1, en donde el vehiculo oleoso se selecciona de uno o mas lipidos del
tipo triglicérido con longitud de cadena de carbonos comprendida entre 6 y 18 atomos de carbono.

3. Composiciones segun la reivindicacion 2, en donde el lipido se selecciona de un triglicérido con una cadena
de carbonos comprendida entre 8 y 10 atomos de carbono.

4. Composiciones segun la reivindicacion 2 6 3, en donde el lipido se selecciona de uno o mas aceites de coco,
aceite de germen de trigo, aceite de girasol y aceite de oliva.

5. Composiciones segun la reivindicacion 4, en donde el lipido es triglicérido caprilico/caprico derivado de aceite
de coco.

6. Composiciones segun una cualquiera de las reivindicaciones 1) a 5) en donde el aminoacido basico se

selecciona de L-arginina y L-lisina, y el péptido de reaccion basica es L-carnosina.
7. Composiciones segun la reivindicacién 6), en donde el aminoacido basico es L-arginina.

8. Composiciones segln una cualquiera de las reivindicaciones 1) a 7), en donde el éster de sorbitan se
selecciona de polioxietilen-(20)-sorbitan monolaurato (polisorbato 20); polioxietilen-(20)-sorbitan monopalmitato
(polisorbato 40); polioxietilen- (20)-sorbitan monoestearato (polisorbato 60); polioxietilen- (20)-sorbitan triestearato
(polisorbato 65); polioxietilen- (20)-sorbitdn monooleato (polisorbato 80) and poli- oxietilen-sorhitan trioleato
(polisorbato 85).

9. Composiciones segun la reivindicacion 8), en donde el éster de sorbitan se selecciona de polioxietilen- (20)-
sorbitdn monoestearato (polisorbato 60) y polioxietilen sorbitan monooleato (polisorbato 80).

10.  Composiciones segun una cualquiera de las reivindicaciones 1) a 9) en forma de gotas o capsulas blandas.

11. Kit de administracion constituido por la composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1) a 9) y un
vehiculo acuoso que contiene excipientes farmacéuticamente aceptables.

12. Proceso para preparacion de una composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1) a 9), que
comprende los pasos siguientes:

a) calentamiento del vehiculo oleoso a una temperatura comprendida entre 50 y 80°C;

b) adicion del éster de sorbitan al vehiculo oleoso calentado, agitando continuamente hasta que se obtiene una
solucién transparente;

c) adicion de silice a la soluciéon obtenida en el paso b), agitando continuamente hasta que se obtiene una
solucion transparente;

d) enfriamiento a la temperatura ambiente de la solucién obtenida en el paso c);

e) adicion de la base, el poliol y el probiético a la solucion enfriada, agitando continuamente el sistema.
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