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DESCRIPCION
Método para producir microperlas
Introduccion

La invencion se refiere a un método para producir microperlas que comprenden un componente activo encapsulado
en una matriz de polimero gelificada. En particular, la invencion se refiere a un método para producir microperlas
que comprenden componentes sensibles tales como bacterias probidticas encapsuladas en una matriz de polimero
gelificada. La invencion también se refiere a microperlas que comprenden un componente activo encapsulado en
una matriz de polimero.

Antecedentes de la invencion

El método de usar proteinas de suero de la leche para crear perlas de gel de proteinas de suero de la leche no es
nuevo. Ainsley Reid et al., 2005 (Ainsley Reid, A., J.C. Vuillemard, M. Britten, Y. Arcand, E. Famworth, y C.P.
Champagne. 2005. Microentrapment of probiotic bacteria in a Ca(**)-induced whey protein gel and effects on their
viability in a dynamic gastro-intestinal model. Journal of Microencapsulation 22: 603-19.) describian un método que
implica la produccion de perlas de gotita simple usando pipetas/jeringas seguido de una etapa de gelificacion. Este
método produce geles de perla muy grandes que son la mayor parte inadecuados para la preparacion de alimentos.

Rosenberg, 1994 (Rosenberg, M. 1993. Whey proteins as microencapsulating agents - Microencapsulation of
anhydrous milkfat - Structure evaluation Food Structure 12: 31. o Rosenberg, M.a.L., S.L. 1993. Microstructure of
whey protein/anhydrous milkfat emulsions. Food Structure 12: 267-274) describia la emulsificacion de mezcla de
proteina de suero de la leche desnaturalizadas por homogeneizacién a alta presién o alta cizalla, seguido de
gelificacion interna y separacion posterior de la fase de gel y aceite. Las principales desventajas de este método es
que el uso de alta presion/alta cizalla necesario para la formacion de las micro-perlas puede causar un dafo
significativo al componente activo que encierra la micro-perla. También, la presencia de una fase de aceite y su
eliminacion a través del uso de detergentes también puede ser dafina para algunos componentes activos, como
bacterias probioticas.

WO02007/034212 (Cambridge Applied Polymers Ltd) describe un método para preparar microgotitas, que comprende
un aceite rico en omega-3 encapsulado en una matriz de proteina de suero de la leche desnaturalizada gelificada
que se gelifica por la adicion de acido citrico. El proceso implica una etapa de usar acido citrico para gelificar una
disolucion a granel de aceite y proteina de suero de la leche, y después homogeneizacioén de la disolucion a granel
gelificada para proporcionar microgotitas y después secar por pulverizacion las microgotitas. Las etapas de
homogeneizaciéon y secado por pulverizacion son tratamientos relativamente severos no adecuados para la
encapsulacion de agentes activos sensibles tales como bacterias probidticas.

Declaraciones de la invencion

El Solicitante ha descubierto sorprendentemente que las microperlas derivadas de proteina de suero de la leche
desnaturalizada con calor inmediatamente gelificada y curada en un bafio de acidificacién, forman microperlas
estables, robustas e idealmente esféricas capaces de encapsular componentes sensibles y proteger los
componentes del entorno con pH bajo del estdbmago, mientras también son capaces de la liberacion controlada de
los componentes en las condiciones con un pH mas neutro del intestino delgado.

De acuerdo con esto, en un primer aspecto, la invencién se refiere a un método para producir microperlas que
comprenden un componente activo encapsulado en una matriz de proteina de suero de la leche gelificada,
comprendiendo el método las etapas de proporcionar una suspension de proteina de suero de la leche
desnaturalizada y un componente activo, tratar la suspension para generar microperlas, e inmediatamente curar las
microperlas por acidificacién por inmersién en una disolucion de curado acida.

En esta especificacion, el término "microperlas" debe entenderse que significa gotitas discretas de proteina de suero
de la leche gelificada que tienen un diametro medio en el intervalo del micrometro (por ejemplo, de 80 a 500
micrémetros) y que tienen adecuadamente una forma generalmente esférica.

El pH de la etapa de acidificacion debe estar cerca del pl de la B-lactoglobulina en la mezcla de proteina de suero de
la leche. Preferiblemente, la etapa de acidificaciéon se lleva a cabo a un pH de 4,0 a 4,9, mas preferiblemente a un
pHde 4,1a4,8,4,2a4,7,4,3 a4,7, preferiblemente un pH de aproximadamente 4,5 a 4,7, e idealmente a un pH de
aproximadamente 4,6.

Idealmente, la proteina de suero de la leche es un aislado de proteina de suero de la leche. Sin embargo, también
pueden emplearse otros tipos de fracciones de proteina de suero de la leche en el proceso de la invencioén, por
ejemplo, hidrolizado de proteina de suero de la leche o concentrados de proteina de suero de la leche.

Tipicamente, las microperlas se curan en un bafio de acidificacion que contiene una disolucién de acetato, aunque
pueden emplearse otros acidos. Los parametros del bafio de acidificacion se eligen para asegurar la gelificacion
instantanea de las microperlas. Es decir, que las microperlas gelifican (es decir, se endurecen) inmediatamente
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después del contacto con la disolucién de curado acida. Se ha encontrado sorprendentemente que si los parametros
del bafio de acidificacion son tales que no ocurre la gelificacion instantanea, las micro-perlas resultantes tienen
formas irregulares, no homogéneas. Por el contrario, cuando ocurre la gelificacion instantanea, se producen
microperlas que tienen una forma esférica, homogénea. Los parametros requeridos para conseguir una gelificacion
instantanea dependen de las caracteristicas de la proteina de suero de la leche, incluyendo el grado de
desnaturalizacion, y el tipo y cantidad de componente activo. Generalmente, los parametros de la disolucion de
curado acida que se varian son pH, concentracion de acido, y temperatura. En el ejemplo proporcionado mas
adelante, en el que se emplea una suspension WPI al 9% que tiene aproximadamente 80% de -lactoglobulina (que
tiene un grado de desnaturalizacién de aproximadamente 95%), y en el que el componente activo es una bacteria
probidtica, el pH de la disolucion acida es 4,2 a 4,7, la concentracion de acido de 0,3 a 0,6 M, y la temperatura de la
disolucion acida es de 30°C a 40°C. Adecuadamente, el pH de la disolucién acida es 4,5 a 4,7, la concentraciéon de
acido de 0,4 M a 0,6 M, y la temperatura de la disolucién acida es de 34°C a 48°C. Idealmente, el pH de la disolucion
acida es aproximadamente 4,6, la concentracion de acido es aproximadamente 0,5 M, y la temperatura de la
disolucion acida es de 35°C a 37°C.

Tipicamente, la disolucién de curado acida comprende un tensioactivo para prevenir o inhibir la aglomeracion de las
microperlas formadas. Adecuadamente, el tensioactivo es un tensioactivo polisorbato, idealmente Tween 20.

Adecuadamente, las microperlas formadas se someten a un periodo de curado prolongado en el bafio de
acidificacion, durante un periodo de al menos 15 minutos (después de la gelificacion), y preferiblemente durante un
periodo de al menos 20 minutos. En una realizacion preferida de la invencién, las microperlas formadas se curan
durante un periodo de tiempo de 20 a 180, 20 a 120, 6 20 a 60 minutos. Idealmente, la disoluciéon de curado acida se
agita durante el proceso de curado.

Generalmente, el método implica una etapa inicial de desnaturalizacién de la proteina de suero de la leche.
Idealmente, la proteina de suero de la leche se desnaturaliza con calor, aunque también son aplicables otros
métodos de desnaturalizacion, por ejemplo, desnaturalizacion inducida por presion. En una realizacion preferida, la
proteina de suero de la leche se desnaturaliza con calor a una temperatura de 75°C a 80°C, adecuadamente durante
un periodo de entre 30 minutos y 50 minutos. Tipicamente, la proteina de suero de la leche se agita durante la
desnaturalizacion con calor.

Adecuadamente, la concentracion de la proteina de suero de la leche (antes de la adicion del componente sensible)
es de 5 a 15%, preferiblemente de 7 a 12%, e idealmente de 9 a 11% (p/v). Tipicamente, la proteina de suero de la
leche desnaturalizada esta en la forma de una suspension soluble (antes de la adicién del componente activo), en la
que la gelificacion parcial de la B-lactoglobulina ha producido aglomerados de proteina suspendidos. Tipicamente, la
suspension se somete a un proceso de filtracion, generalmente antes de la adicién del componente activo. En una
realizacion preferida, la suspension se pasa a través de una pluralidad de filtros que tienen un tamafio de poro
gradualmente decreciente. Idealmente, el filtro final tiene un tamafio de poro sub-micrométrico, por ejemplo 0,1 a 0,9
micrémetros.

Idealmente, la proteina de suero de la leche empleada en el proceso de la invencién tiene un contenido de (-
lactoglobulina de al menos 30%, 40%, 50%, 60%, 70% u 80% (p/p). Tipicamente, la B-lactoglobulina tiene un grado
de desnaturalizacion de al menos 60%. 70%. 80%, 90% 6 95%.

Varios métodos seran evidentes para el experto en la técnica para generar microperlas, por ejemplo perlado y
pulverizacién. Un método preferido para producir las microperlas es una técnica de tobera vibratoria, en la que la
suspension se pulveriza a través de una tobera y se induce la rotura laminar del chorro pulverizado mediante la
aplicacion de una frecuencia sinusoidal con amplitud definida en la tobera de pulverizaciéon. Los ejemplos de
maquinas de tobera vibratoria son el ENCAPSULATOR (Inotech, Suiza) y una maquina producida por Nisco
Engineering AG, o versién con aumento de escala equivalente tales como las producidas por Brace GmbH o
Capsulze y semejantes.

Tipicamente, la tobera de pulverizacion tiene una apertura de entre 100 y 600 micrometros, preferiblemente entre
100 y 200 micrometros, adecuadamente 140 y 160 micrémetros, e idealmente aproximadamente 150 micrémetros.

Adecuadamente, la frecuencia de operacién de la tobera vibratoria es de 900 a 3.000 Hz. Generalmente, el potencial
electrostatico entre la tobera y el bafio de acidificacion es 0,85 a 1,3 V. Adecuadamente, la amplitud es de 4,7 kV a7
kV. Tipicamente, la distancia de caida (desde la tobera hasta el bafio de acidificacion) es menos de 50 cm,
preferiblemente menos de 40 cm, adecuadamente entre 20 y 40 cm, preferiblemente entre 25 y 35 cm, e idealmente
aproximadamente 30 cm. La velocidad de flujo de la suspensién (que pasa a través de la tobera) es tipicamente de
3,0 a 10 ml/min; una velocidad de flujo ideal depende del tamario de la tobera utilizada en el proceso.

En una realizacion, el proceso implica una etapa de deteccion del tamafio de las microperlas iniciales generadas,
comparando el tamafio detectado de las microperlas con un tamafio deseado predeterminado, y en el que el tamario
detectado se diferencia significativamente del tamafio deseado predeterminado, las microperlas se desvian del bafio
de acidificacion hasta que el tamafo detectado se correlaciona con el tamafio deseado predeterminado.
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En una realizacién de la invencién, el componente activo es una suspension de células, tipicamente células
bacterianas, idealmente una suspension de células bacterianas probidticas. Adecuadamente, la concentracion de
célulasﬂt)en la suspension es de 1x10” a 5x10"" cfu/ml, preferiblemente de 1x10% a 5x10™ cfu/ml, idealmente de 1x10°
a 7x10" cfu/ml.

En un aspecto, los métodos de la invencidon no implican exponer las microperlas a alta presion o alta cizalla (es
decir, homogeneizacion). Esto evita el dafio a cualesquiera componentes que son sensibles a la presion o cizalla
tales como, por ejemplo, células procariotas o eucariotas.

La invencion también se refiere a una preparacion de microperlas en la que cada microperla (es decir, todas o la
mayor parte de las microperlas) comprende un componente activo dispersado en una matriz de proteina de suero de
la leche desnaturalizada gelificada, y en el que al menos el 90% de las microperlas en la preparacién tienen un
diametro en un intervalo de 80 a 500 y, y en el que al menos el 90% de las microperlas en la preparacion son
capaces de sobrevivir intactas en jugo gastrico porcino fresco de pH 2,0 ex-vivo durante al menos tres horas a 37°C
con agitacion a 150 rpm (empleando los métodos como se describe mas adelante).

Idealmente, sustancialmente todas las microperlas en la preparacion son capaces de sobrevivir intactas en jugo
gastrico porcino fresco de pH 2,0 ex-vivo durante al menos tres horas a 37°C con agitaciéon a 150 rpm (empleando
los métodos como se describe mas adelante).

Tipicamente, la matriz de proteina de suero de la leche comprende al menos 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, u 80% de
B-lactoglobulina (p/p). Adecuadamente, la B-lactoglobulina tiene un grado de desnaturalizaciéon de al menos 50%,
60%, 70%, 80%, 90% 6 95%. En una realizacion preferida de la invencién, la proteina de suero de la leche
comprende al menos 70% de B-lactoglobulina que tiene un grado de desnaturalizacion de al menos 90%.

Idealmente, la proteina de suero de la leche es aislado de proteina de suero de la leche (WPI) o concentrado de
proteina de suero de la leche (WPC).

Preferiblemente, una mayoria de las microperlas en la preparacion son esféricas.
Adecuadamente, el componente activo se dispersa homogéneamente en la matriz de polimero.

En una realizacién preferida, al menos el 90% de las microperlas en la preparacion tienen un diametro de 200
micréometros a 300 micrémetros.

En una realizacion preferida de la invencion, el agente activo es una célula, preferiblemente una preparacion de
células probidticas. Asi, la preparaciéon de microperlas de la invencion puede usarse para transportar de forma
segura células probidticas a través del estdmago y dominio de sales biliares (en el que las células estan protegidas
por las microperlas frente a las condiciones gastricas severas) para la administracion de las células en el tracto
intestinal distal.

La invencion también se refiere a un producto alimenticio o bebida que comprende una preparacion de microperlas
de la invencién. Se consideran varios tipos de productos alimenticios incluyendo productos lacteos (por ejemplo,
yogurt, leche, queso, etc) y productos de frutas acidos.

La invencion también se refiere a un vehiculo capaz de administrar un agente activo a un intestino inferior de un
sujeto mientras protege el agente activo durante el paso a través del estdbmago del sujeto, comprendiendo el
vehiculo una preparacion de microperlas segun la invencidon. Asi, como se ha explicado anteriormente, las
microperlas tienen una carga positiva neta y son sustancialmente resistentes a las condiciones de pH bajo del
estdbmago y, como tales, protegen a los agentes activos encapsulados atrapados en la microperla. Sin embargo, al
transitar las microperlas a través de la tripa al intestino, el pH del entorno se incrementa por encima del pl de la
proteina de suero de la leche, lo que causa que los geles de microperlas se debiliten, permitiendo que las enzimas
proteoliticas endégenas desintegren el gel y liberen los agentes activos atrapados.

La invencion también se refiere a un método para administrar un agente activo a un intestino inferior de un sujeto y
proteger el agente activo durante el paso a través del estdbmago del sujeto, y en el que el agente activo es
susceptible de degradacion en las condiciones acidas del estdémago, comprendiendo el método una etapa de
administracion oral de una preparacion de microperlas segun la invencion al sujeto.

La invencién también proporciona un método para producir microperlas recubiertas que comprende las etapas de
producir microperlas segun un método de la invencién, y resuspender las microperlas en una disolucion de
polisacarido aniénico que tiene un pH de 4,6 o menos durante un periodo de al menos 10, 30, 60, 90, 120, 180
minutos. En esta especificacion, el término "polisacarido aniénico" debe entenderse que significa un polisacarido que
tiene una carga negativa neta cuando se disuelve o solubiliza en una disolucién que tiene un pH de 4,6 o menos.
Los ejemplos de polisacaridos anionicos adecuados incluyen pectinas, alginatos, carragenanos, y gomas arabigas
(por ejemplo, Pectina de Manzana, Pectina de citrico, Alginato de Sodio, Carragenano kappa, carragenano iota, y
goma arabiga).
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Adecuadamente, cuando las microperlas se recubren con alginato, se curan después de la etapa de recubrimiento,
por ejemplo, se curan en una disolucién de cloruro de calcio (0,1-0,5 M, tipicamente aproximadamente 0,2 M).

La invencion también se refiere a una preparacioén de microperlas recubiertas en la que cada microperla recubierta
(es decir, todas o la mayor parte de las microperlas recubiertas) comprende una microperla recubierta con una capa
de polisacarido anioénico, y en el que la microperla comprende un componente activo dispersado en una matriz de
proteina de suero de la leche desnaturalizada gelificada.

Tipicamente, al menos 50%, 60%, 70%, 80% 6 90% de las microperlas en la preparacién tienen un diametro de 80 a
500 p.

Adecuadamente, al menos 90% e idealmente 100% de las microperlas recubiertas en la preparacion son capaces de
(a) sobrevivir intactas en jugo gastrico porcino fresco de pH 1,8 ex-vivo durante al menos tres horas a 37°C con
agitacion a 150 rpm, y, opcionalmente (b) romperse en jugo de yeyuno porcino fresco de pH 6,59 ex-vivo en una
hora a 37°C con agitaciéon a 150 rpm.

Adecuadamente, al menos 90% e idealmente 100% de las microperlas recubiertas en la preparacion son capaces de
(a) sobrevivir intactas en jugo gastrico porcino fresco de pH 1,8 ex-vivo durante al menos tres horas a 37°C con
agitacion a 150 rpm, y (b) romperse en jugo intestinal porcino fresco de pH 6,59 ex-vivo en 40 minutos a 37 C con
agitacion a 150 rpm.

Generalmente, al menos 90% 6 100% de las microperlas recubiertas en la preparacion son capaces de sobrevivir
intactas en jugo gastrico porcino fresco de pH 2,4 ex-vivo durante al menos dos horas a 37°C con agitacion a 150
rpm, y en el que al menos 50%, 60%, 70%, 80% & 90% de las microperlas se rompen en jugo de yeyuno porcino
fresco de pH 6,59 ex-vivo en 40 minutos a 37°C con agitacién a 150 rpm.

Tipicamente, el polisacarido anidnico se selecciona del grupo que consiste en: pectina; alginato; carragenano; y
goma arabiga. Preferiblemente, el polisacarido anionico se selecciona del grupo que consiste en Pectina de
Manzana, Pectina de Citrico, Alginato de Sodio, Carragenano kappa, carragenano iota, y goma arabiga.

Tipicamente, la matriz de proteina de suero de la leche comprende al menos 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, u 80% de
B-lactoglobulina (p/p). Adecuadamente, la B-lactoglobulina tiene un grado de desnaturalizaciéon de al menos 50%,
60%, 70%, 80%, 90% 6 95%. En una realizacion preferida de la invencién, la proteina de suero de la leche
comprende al menos 70% de B-lactoglobulina que tiene un grado de desnaturalizacion de al menos 90%.

Idealmente, la proteina de suero de la leche es aislado de proteina de suero de la leche (WPI).
Preferiblemente, una mayoria de las microperlas recubiertas en la preparacion son esféricas.
Adecuadamente, el componente activo se dispersa homogéneamente en la matriz de polimero.

En una realizacion preferida, al menos el 90% de las microperlas recubiertas en la preparacion tienen un diametro
de 200 micrometros a 300 micrometros.

En una realizacion preferida de la invencion, el agente activo es una célula, preferiblemente una preparacion de
células probidticas.

La invencién también se refiere a un producto lacteo que comprende una preparacion de microperlas recubiertas
segun la invencion.

La invencion también se refiere a un vehiculo capaz de administrar un agente activo a un intestino inferior de un
sujeto mientras protege el agente activo durante el paso a través del estébmago del sujeto, comprendiendo el
vehiculo una preparacion de microperlas recubiertas segun la invencion.

La invencion también se refiere a un método de administracion (es decir, liberacién) de un agente activo a una
region intestinal distal de un sujeto y proteger el agente activo durante el paso a través de una region estomacal e
intestinal proximal del sujeto, y en el que el agente activo es susceptible de degradacion en las condiciones acidas
del estdbmago, comprendiendo el método una etapa de administracion oral al sujeto de una preparaciéon de
microperlas recubiertas segun la invencién. Tipicamente, el agente activo es una célula, idealmente una preparacion
de bacterias probiéticas.

Como se ha indicado anteriormente, el término proteina de suero de la leche debe entenderse generalmente como
que significa una fraccion de proteina de suero de la leche que tiene al menos 30% de B-lactoglobulina, por ejemplo,
varios tipos de concentrados de proteina de suero de la leche. Idealmente, la proteina de suero de la leche es un
aislado de proteina de suero de la leche (WPI) que tiene adecuadamente al menos 70% u 80% de beta-
lactoglobulina. EI componente activo puede ser, por ejemplo, un componente que es sensible a las condiciones de
procesamiento, condiciones in-vivo, o condiciones de almacenamiento, por ejemplo, bacterias probidticas que son
sensibles a dafio por las condiciones acidas en el transito gastrico, o por las fuerzas de alta cizalla o alta presion
ejercidas durante el procesamiento. Asi, el componente activo puede ser sensible a pH, enzimas (es decir, enzimas
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proteasas), alta presion, alta cizalla, y abuso de temperatura durante el almacenamiento. En una realizacion
particularmente preferida de la invencién, el componente activo es una célula, tipicamente una célula bacteriana, e
idealmente una célula probidtica. Dichas células son sensibles a condiciones de pH bajo, tales como las que se
encuentran en el estbmago, y como tales necesitan ser protegidas de los entornos de pH gastrico y sales biliares.
Las bacterias probidticas, y de hecho otros tipos de células, también son sensibles a alta cizalla o alta presion, tales
como las que se emplean en métodos convencionales para generar perlas de polimeros con tamafo micrométrico.
Otros tipos de componentes activos que pueden encapsularse en las microperlas de la invencion incluyen enzimas,
bacterias de arranque, extractos celulares, proteinas y polipéptidos, azicares y derivados de azlcares, acidos
nucleicos y construcciones de acidos nucleicos, agentes farmacéuticamente activos, agentes de tincion para la
formacion de imagenes y ligandos, anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, pitoquimicos y semejantes.

La invencion también se refiere a un producto alimenticio, especialmente un producto lacteo, que comprende
microperlas (recubiertas o de otra forma), o a una preparacion de microperlas (recubiertas o de otra forma), segun la
invencion.

Descripcion breve de las Figuras
Figura 1: Encapsulador Inotech® y el proceso de flujo durante el procedimiento de extrusion.

Figura 2: Viabilidad de la poblacién de células probioticas (Lb. rhamnosus GG) durante el procedimiento de
encapsulacion. 1= Suspension de células frescas (19 horas) en fase estacionaria, 2= Suspension de células
homogeneizada, 3= mezcla proteina-probidtico, 4= micro-perlas de proteina de suero de la leche, 5= Micro-perla de
proteina de suero de la leche + homogeneizacion. Lb. rhamnosus GG rindié un rendimiento de extracciéon y
eficiencia de encapsulacion de 106,1 £ 2% y 94,5 + 1,1%, respectivamente.

Figura 3: El escape de proteina expresado como pérdida de proteina (mg)/250 mL de tampdn acetato durante la
formacién de micro-perlas como una funcion del pH del acetato. La concentracion de proteina se determind segun el
ensayo de Bradford.

Figura 4: Resistencia de las micro-perlas como una funcion del tiempo de curado (0-180 minutos) en tampon

acetato. La distancia de compresion (#) permanece constante a lo largo del ensayo, indicando la presencia de una
muestra de micro-perla en monocapa.

Figura 5: Grado de hidrdlisis de las micro-perlas de proteina de suero de la leche como una funcién del medio

digestivo a 37°C. Se incubaron HCI pH 1,8 (#), jugo intestinal pH 7,6 (A) y disolucion salina tamponada con fosfato
(PBS) pH 7,6 (e) durante 180 minutos a 200 rpm. El grado de hidrodlisis se determiné segun el ensayo OPA.

Figura 6: Imagenes de microscopio optico de micro-perlas de proteina de suero de la leche lejos del punto
isoeléctrico (pl) de las proteinas de suero de la leche (A), cerca del pl (B). La Figura 6c y 6d ilustran la
homogeneidad de las perlas y la distribucion de las células probiéticas, respectivamente.

Figura 7: La distribucion de tamafio de las micro-perlas de proteina de suero de la leche como una funcién del
tiempo de curado a un pH de acetato cercano al pl de WPI segin se mide por difractometria laser y microscopia
optica. D (v, 0,9) representa el 90% si las micro-perlas tienen un diametro menor de 282 ymy D (v, 0,5) representa
50% si las micro-perlas tienen un diametro menor de 212 pym; sin embargo, la microscopia 6ptica midié un diametro
medio de 202,21 ym £ 0,04 pm.

Figura 8: Distribucion del tamafio de particulas de las micro-perlas de proteina de suero de la leche a un pH de
acetato cercano al pl de WPI (tamafio medio, 216, 36 + 1,48 um: tamario en el pico 201,68 + 0,43 ym) usando
difractometria laser.

Figura 9: Efecto de la microencapsulacion en la supervivencia de Lb. rhamnosus GG en contenidos gastricos
porcinos pH 2,0 ex vivo a 37°C. A= Micro-perlas pH 2,0; 0= control de proteina positivo pH 2; m= Células libres pH
2,0.

Figura 10: Liberacion de Lb. rhamnosus GG micro-encapsulado de micro-perlas de proteina de suero de la leche en
contenidos gastro-intestinales porcinos ex vivo a 37°C. 0= Micro-perlas en jugo gastrico pH 2; A= Micro-perlas en
jugo gastrico pH 2,4; m= Micro-perlas en jugo del intestino delgado (yeyuno) pH 6,6.

Figura 11: Visualizacion de la viabilidad celular en a) jugo de intestino delgado después de la liberacion de Lb.
rhamnosus GG de micro-perlas de proteina de suero de la leche después de incubacioén gastrica (pH 2,0; 37°C) y b)
control de células libres después de 15 min y c) incubacion gastrica de 3 h (pH 2,0; 37°C). Estos graficos de puntos
de citometria de flujo ilustran células vivas, dafiadas y muertas en el cuadrante A3, A2 y A1, respectivamente.

Figura 12: Cromatograma de exclusiéon por tamario que ilustra la desintegracion gradual de micro-perlas de proteina
de suero de la leche durante incubacion (0-180 minutos) en contenidos intestinales porcinos pH 6,6 a 37°C (150

rpm).
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Figura 13: Potencial zeta de mezcla de micro-perlas de proteina de suero de la leche (recubiertas= 1) recubiertas
con polisacaridos anionicos (2= pectina de manzana, 4= pectina se citrico, 6= alginato de sodio, 8= carragenano
kappa, 10= carragenano iota) y recubiertas posteriormente (doble recubrimiento) con 1% (p/v) de WPI tratado con
calor, pH 2,9 (3, 5, 7, 9 y 11). Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 ensayos independientes
realizados en triplicado.

Figura 14: Imagenes de microscopio que diferencian claramente entre la matriz de micro-perlas y la capa de
recubrimiento de polisacarido.

Figura 15: Diametro de las micro-perlas como una funcién del recubrimiento de polisacarido mediante deposicion
capa por capa.

Figura 16: Supervivencia en el almacenamiento de micro-perlas recubiertas y no recubiertas durante un
almacenamiento de 14 dias a temperatura ambiente de almacenamiento en zumo de arandano (pH 2,6).

Figura 17: Supervivencia en el almacenamiento de micro-perlas recubiertas y no recubiertas durante un
almacenamiento de 14 dias durante almacenamiento refrigerado (4°C) en zumo de arandano (pH 2,6).

Figura 18: Supervivencia en el almacenamiento de micro-perlas recubiertas y no recubiertas en zumo de arandano
(temperatura de refrigeracion 4°C) seguido de incubacion gastrica ex vivo pH 1,8.

Figura 19: Liberacion de células de las micro-perlas durante la incubacion intestinal ex vivo.

Figura 20: Tiempo de transito de micro-perlas de proteina de suero de la leche como una funcién de la seccién Gl 2-
(m) y 4-h (O) después de la administracion del probiético. Los datos representan los valores medios de 3 cerdos (n=
3 por tratamiento) con la desviaciéon estandar de las medias indicada por barras verticales. Los asteriscos indican
diferencias significativas (* p < 0,05; *** p < 0,001) en las unidades formadoras de colonias 2 h después de la
administracién de probidtico respecto a la transicion de 4 h.

Figura 21: llustra la evolucion secuencial de la supervivencia LGG™" en el estomago (Hll), yeyuno (), ileo (Ef) y
ciego (Eﬂ) después de la administracion de probidtico como una funcién del grupo de tratamiento.

Figura 22: Adhesion celular de LGG™" (m) y Lactobacillus total (Z]) en el tejido iliaco obtenido 1 m proximal de la
union ileo-cecal. Los datos representan la media del valor de dos animales por tratamiento.

Descripcion detallada de la invencién
METODOS:
Productos Quimicos

BiPro, un aislado de proteina de suero de la leche (WPI) comercial se obtuvo de Davisco Foods International Inc.,
(Le Sueur, MN, EEUU). El contenido nativo de B-lactoglobulina (3-Lg) y o-lactalbumina (a-La) de WPI se analizaron
por HPLC de fase reversa y se estimaron a 82% y 16%, respectivamente. El acetato de sodio de obtuvo de Sigma
Chemicals Co. (Basingstoke, Hampshire, Reino Unido). Tween-20 y acido acético se obtuvieron de BDH (Alchem
Chemicals Ltd., Little Island, Co. Cork, Irlanda). Los productos quimicos usados en la cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) fueron acetonitrilo (ACN) y acido trifluoroacético (TFA), ambos de grado HPLC. Se us6 agua
altamente purificada (MIlli-Q PLUS, Millipore Corporation) en todos los casos para la dispersion de las muestras,
medios de cultivo y disoluciones tampon.

Cultivos de probioticos y suspensiones celulares
Datos in-vitro y ex-vivo

La cepa probidtica Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103, L. rhamnosus GG, Valio Ltd., Finlandia), fue
procurada por el University College Cork, bajo un acuerdo de transferencia de materiales restringidos. Las células
recogidas se almacenaron como disoluciones madre en un caldo Man Rogosa Sharpe (MRS) (Oxoid Ltd.,
Hampshire, Reino Unido) (REFERENCIA: De Man, J.C., Rogosa, M. y Sharpe, M.E. 1960. A medium for cultivation
of lactobacilli. Journal of Applied Bacteriology 23: 130-135. que contenia 50% (v/v) de glicerol acuoso a -20°C. Todos
los ensayos se realizaron usando subcultivos de la misma preparacion madre congelada, que se evalud
rutinariamente para pureza. Antes del ensayo, L. rhamnosus GG se transfirié de forma seriada tres veces en caldo
MRS (Oxoid Ltd., Hampshire, Reino Unido) y se incubd anaerdbicamente a 37°C durante 24 horas (Merck,
Darmstadt, Alemania). Las bacterias destinadas a encapsulacion, se propagaron a partir de in6culos de 1% (v/vg
durante 19 horas a 37°C bajo condiciones anaerébicas. La biomasa probidtica en la fase estacionaria temprana (10
cfu/mL) se recogid por centrifugacion a 5.200 x g durante 10 minutos a 4°C (Sorvall, RC-5C Plus, Sorvall Products,
Stevenage, Herts, Reino Unido), se lavd, se esterilizd por filtracion y se resuspendié en disolucion salina tamponada
con fosfato estéril (Sigma Chemical CO, St. Louis, EEUU). Se enumeraron suspensiones celulares frescas
preparadas para cada experimento por siembra por vertido en placa en agar MRS (incubacion anaerébica a 37°C



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2564 190 T3

durante 48 horas) y posteriormente se usaron bien directamente en el ensayo (condicién sin células) o se emplearon
en el proceso de microencapsulacion.

Matriz de microperlas y medio de curado

WPI se hidraté en agua estéril (11% p/v) durante 16 h a 4°C bajo una agitacion suave (180 rpm) con el fin de permitir
una buena hidratacién de proteinas. La disolucién de WPI se ajusté a pH 7 con 100 mM HCI y se filtré a través de
0,45 pm (Millex, HVLP, Millipore Corp., Bedford, MA) para eliminar trazas de material no disuelto. La dispersion de
proteinas se calento posteriormente a 78-80°C durante 30-45 minutos con agitacion (para estimular la polimerizacion
de proteinas. La suspension de agregados de WPI reactivos se enfrid posteriormente en hielo, se almacend a 4°C
toda la noche.

El medio de curado se formulé usando un tampon acetato (0,5 M) ajustado a pH 4,6, en el que el escape de
proteinas estaba en un valor minimo (véase la Figura 3). Después del equilibrado del pH, se afiadié 0,04-0,08%
Tween-20 y la disolucion se filiré posteriormente (0,22 um), se esterilizé (121°C durante 15 minutos) y se atempero6 a
35-37°C antes del experimento de encapsulacion.

Produccién de microperlas

Las micro-perlas de proteina de suero de la leche monodispersas se prepararon usando un dispositivo de
encapsulacion (Inotech Encapsulator® Inotech AG, Dottikon, Suiza) ilustrado en la Figura 1. La tecnologia se basa
en la rotura de chorro laminar inducida mediante la aplicaciéon de una frecuencia sinusoidal con amplitud definida a
una tobera (3). La suspension proteina-probiotico se administra a la tobera mediante una linea de alimentacion (1),
que esta conectada al reservorio de polimero. Pueden usarse toberas con diametros en el intervalo de 50-1.000 pm.
La tobera esta conectada mediante una membrana PTFE a un dispositivo vibratorio (2), que esta aislado de las
estructuras circundantes por soportes de goma para evitar la generacion de frecuencias de resonancia en el
sistema. El flujo de disolucion de polimero a la tobera se consigue usando una bomba de jeringa de precision con un
volumen de extrusion maximo de 50 mL.

La produccién de < 50 mL de micro-perlas fue suficiente para cumplir los requerimientos de este estudio; por lo tanto
el encapsulador se utilizé como un reactor discontinuo. Todo el material de vidrio y las disoluciones usados en el
procedimiento se esterilizaron (121°C durante 15 minutos) y la suspension de proteinas se equilibré hasta
temperatura ambiente, se filtré secuencialmente a través de filtros estériles de tamario de poro 5, 1,2, 0,8 y 0,45 pm
(Sartorius) y se mezclaron concienzudamente con el concentrado bacteriano para rendir una poblacion probidtica
correspondiente a la concentracion en fase estacionaria (10° CFU/mL). La mezcla proteina-probidtico se extruyé
asépticamente a través de una tobera de 150 ym y se pas6 posteriormente a través de un electrodo (4) en el
recipiente de encapsulacion (8) que contenia 250 mL de disolucion tampén de curado (7) atemperada (35°C), con
agitacion continua para evitar la coalescencia de las micro-perlas durante la polimerizacion. Se utilizd un vaso de
recogida, suspendido (5) desde la placa superior, durante el cebado inicial de la tobera con la mezcla proteina-
probidtico. Esto facilité la recuperacion de las gotitas de polimero iniciales con un diametro en exceso del valor
predicho (definido en condiciones controladas) y asi aseguré monodispersidad del lote posterior de micro-perlas. Las
micro-perlas flexibles formadas se curaron durante 3 horas a temperatura ambiente con el fin de garantizar una
polimerizacién completa de las proteinas. Las micro-perlas rigidas resultantes se recuperaron, se lavaron dos veces
en agua esteéril y posteriormente se analizaron.

La velocidad de flujo de la suspension proteina-probidtico, frecuencia vibratoria y amplitud vibratoria se controlaron
segun se desed. La frecuencia puede estimarse a partir del conocimiento de las propiedades fisico-quimicas de la
mezcla de proteinas para el diametro de tobera elegido; sin embargo, en al practica, se requirieron algunos ajustes
para obtener un diametro favorable de las micro-perlas. Consecuentemente, la mezcla de polimero se administré a
una velocidad de alimentacion ajustada a la tobera para conseguir un i) chorro de liquido y ii) velocidad de flujo (3-10
mL/min) ajustados, visualizado mediante un dispositivo estroboscépico (6). Una frecuencia (900-3.000 Hz) y
amplitud (4,7 a 7) vibratorias optimas se definieron a partir de esto para facilitar la rotura del chorro y la produccién
de gotitas. Una vez estos parametros se determinaron para una suspension proteina probidtico dada, se registraron
y se utilizaron sin ajuste para la produccién discontinua adicional usando los mismos parametros del polimero.

Produccién de microperlas recubiertas con polisacarido

Los siguientes biopolimeros se usaron como materiales de recubrimiento: Pectina de Manzana, Pectina de Citrico,
Alginato de Sodio, Carragenano kappa, carragenano iota, y goma arabiga. Las disoluciones de pectina se
prepararon en 10 mM tampén fosfato pH 7 mientras el resto de los biopolimeros se solubilizaron en agua destilada.
Después de la disolucion completa, el pH se ajustd a 4,6. Todos los materiales del tratamiento se filtraron a través
de filtros estériles de 0,22 ym. Cada preparacion de micro-perlas (preparada como anteriormente) se curé durante
un maximo de 3 h, se lavé dos veces en agua estéril y se resuspendié en 100 mL de la disolucion de polisacarido
respectiva (pH 4,6). Los lotes de micro-perlas se agitaron (100 rpm) toda la noche a temperatura ambiente y se
curaron posteriormente durante 15 min en 0,2 M CaCl,. Doble recubrimiento: Lotes adicionales de cada tratamiento
de biopolimero se lavaron y resuspendieron en WPI tratado con calor (1% p/v; pH 2,9) y se agitaron en condiciones
similares.
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Deteccidn analitica del recubrimiento de polisacarido

La movilidad electroforética (EM) de las micro-perlas de proteina de suero de la leche recubiertas se determind
usando un Zetasizer (Malvern, Worcs., Reino Unido) después de un procedimiento de homogeneizacion (ajuste 3; 5
min) y centrifugacion (5.000 x g; 5 min; 20°C). EM se derivd de la velocidad de la suspension de proteina-
polisacarido bajo un campo eléctrico aplicado de 150 V y se convirti6 en potencial zeta usando la ecuacién de
Helmholtz-Smoluchowski.

Datos in-vivo

La cepa probidtica Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103, Lb. rhamnosus GG, Valio Ltd., Finlandia), fue
procurada por el University College Cork, bajo un acuerdo de transferencia de materiales restringidos y las células
recogidas se almacenaron como disoluciones madre en caldo Man Rogosa Sharpe (MRS) (Oxoid Ltd., Hampshire,
Reino Unido) que contenia 50% (v/v) de glicerol acuoso a -20°C. Todos los ensayos se realizaron usando
subcultivos de la misma preparacion madre congelada, que se evaludé rutinariamente para pureza. El cultivo
congelado se crecié en caldo MRS (Oxoid Ltd., Hampshire, Reino Unido) a 37°C en condiciones anaerdbicas,
conseguidas por activacion de paquetes de gas Anaerocult (Merck, Darmstadt, Alemanla) Se aislé un derivado
resistente a rifampicina espontaneo (LGG""), requerldo para facilitar la enumeracién posterior durante el ensayo en
cerdos, por siembra por extension en placa de 10° cfu de un cultivo de toda la noche en agar MRS que contenia 100
ug de rifampicina/ml (MRS™) (Sigma Chemical Co., Dorset, Reino Unido). Después de la incubacion anaerdbica a
37°C durante 48 h, se seleccionaron colonias Unicas y se almacenaron en caldo MRS que contenia 40% (v/v)
glicerol. Se realizé electroforesis en gel con campo pulsado para asegurar homologia entre los patrones de banda de
las cepas parental y variante de Lb. rhamnosus GG. También se elucidaron las caracteristicas de crecimiento,
tolerancia a calor y acido de ambas cepas para confirmacion adicional de la similitud entre cepas (datos no
mostrados).

Preparacion de tratamiento (pare ejemplos in-vivo)

Antes del ensayo, LGGR se transfirio de forma seriada tres veces en caldo MRS (Oxoid Ltd., Hampshire, Reino
Unido) y se incubd anaerébicamente a 37°C durante 24 horas (Merck, Darmstadt, Alemania). Las bacterias
destinadas a encapsulacion, se propagaron a partir de inoculos de 1% (v/v) durante 19 horas a 37°C bajo
condiciones anaerobicas. La biomasa probidtica en la fase estacionaria temprana (10° cfu/mL) se recogié por
centrifugacion a 5.200 x g durante 10 minutos a 4°C, se lavo, se esterilizé por filtracion y se resuspendio en
disolucion salina tamponada con fosfato estéril (Sigma Chemical Co., Dorset, Reino Unido). Las suspensiones de
células frescas se homogeneizaron y enumeraron en agar MRS como se ha descrito anteriormente y se mezclaron
posteriormente con protelna de suero de la leche desnaturalizada para conseguir una concentracion probidtica en
fase estacionaria (10° cfu/ml). Esta mezcla proteina-probidtico se extruyd asépticamente a través de una tobera de
150 um para la produccion a gran escala de micro-perlas como se ha descrito anteriormente. Los lotes de micro-
perlas que contenian 1,7 x 10" cfu se polimerizaron, recuperaron y almacenaron a 4°C antes de la dosificacion a
animales. Ademas, se prepararon micro-perlas recubiertas como se describe mas adelante por deposicion
electrostatica de pectina de manzana (Cybercolloids, Cork, Irlanda) en la superficie de micro-perlas después de 2 h
de polimerizacion. También se preparé un control positivo usando una disoluciéon de proteina nativa (sustrato)
mezclada aseptlcamente con el concentrado celular con el fin de conseguir concentraciones bacterianas
consistentes (10 cfu/ml) entre todas las muestras de tratamiento. Las poblaciones bacterianas se determinaron por
homogeneizacion, dilucion y siembra por vertido en placa en agar MRS.

Determinacion de viabilidad del probiético durante almacenamiento en zumo de arandano y posterior
incubacion gastrica

La viabilidad y sensibilidad de las bacterias encapsuladas se evaluaron en varios entornos de micro-perla recubierta,
almacenando todos los tratamientos a temperatura ambiente y condiciones refrigeradas durante 28 dias. La
enumeracion de las células viables se realiz6 en los dias 0, 1, 4, 8 y 14 de almacenamiento. Las bacterias atrapadas
se liberaron de su red proteica respectiva usando un procedimiento de homogeneizacion (datos no mostrados) para
asegurar la liberacion completa de las bacterias de los sistemas proteicos respectivos. Las células de Lb. rhamnosus
GG planctonicas (control) se trataron de forma similar, para mantener condiciones de tratamiento consistentes. Los
homogenados se sembraron por extension en placa en agar MRS y las colonias se contaron posteriormente
después de una incubacion de 48 h a 37°C en condiciones anaerdbicas. Las placas que contenian 30-300 colonias
se enumeraron y registraron como cfu/ml de material proteico.

Deteccion de probiético usando citometria de flujo

Ademas de los recuentos en placas, la viabilidad de las células probidticas se evalud por citometria de flujo (FACS),
usando el ensayo de viabilidad de células BD (BD Biosciences, Oxford, Reino Unido). Los homogenados del
contenido en digestion se diluyeron hasta una densidad celular pre-determinada y se realiz6 tratamiento enzimatico
en asociacion con tincion fluorescente. La adquisicion de datos se realizd en un citémetro de flujo BD FACS Canto Il
(BD Biosciences, Oxford, Reino Unido), equipado con excitacion laser a 488 nm y software BD FACS Diva usando
un umbral de dispersion lateral (SSC).
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Microscopia

El trabajo de microscopia se realizé usando un microscopio de epifluorescencia BX51 y un microscopio confocal de
barrido laser Leica TCS SP5 (CSLM) (Leica Microsystems, Wetzler, Alemania) como describen Doherty et al. (2010).
Brevemente, se tifieron contenidos gastro-intestinales integrando las concentraciones de agente de tincion
previamente optimizadas durante el analisis FACS y se formaron imagenes usando un objetivo de aumento x 63 con
una apertura numérica de 1,4. También se realizaron microscopia fluorescente y optica de campo brillante en
secciones de contenido en digestion seleccionadas usando un microscopio 6ptico BX51 (Olympus, Alemania).

Estudios de tiempo de transito in-vivo

El tiempo de transito de las micro-perlas cargadas con probidtico y la evolucién secuencial de LGG™" a lo largo del
tracto gastro-intestinal (Gl) se investigaron in vivo debido a su consideracion como pre-requisitos fundamentales
para la ingenieria exitosa de un ensayo en animales de escala completa. Los estudios de alimentacion se realizaron
con cerdos, en cumplimiento con la Directiva del Consejo de la Unién Europea 91/630/EEC (indica los estandares
minimos para la proteccion de cerdos) y la Directiva del Consejo de la Union Europea 98/58/EC (se refiere a la
proteccion de animales mantenidos para propoésitos de ganaderos) y se aprobaron por, y se obtuvo una licencia de,
el Irish Department of Health and Children. Brevemente, dos semanas después del destete, seis cerdos macho se
separaron por peso (peso medio de 13,2 + 0,6 kg), se estabularon individualmente (como se describe mas adelante)
y se asignaron aleatoriamente a dos grupos (n = 3). Habiendo a}/unado desde Ia tarde anterior (16 h), ambos grupos
se dosificaron con micro-perlas de proteina, se cargaron con 10" cfu de LGG™", administrado mediante un medio de
permeado de leche altamente apetitoso (leche sin proteinas, NPM). Los anlmales recibieron 200 ml de NPM
después de la administracion del probiético. Dos (n = 3) y 3 h (n = 3) después, los animales se sacrificaron por
aturdidor de bala cautiva seguido de exsanguinacion, en el mismo orden en el que fueron alimentados. Los estudios
de transito de marcador previos en cerdos mostraron que la mayoria del alimento ingerido habria transitado al
intestino delgado en 2 h; sin embargo, la recuperacion secuencial de los probiéticos encapsulados puede desbancar
estas expectatlvas debldo a la naturaleza del sistema de administracién. Por lo tanto, los datos respecto a la
evolucion de LGG™ en el tracto Gl se elucidaron examinando los contenidos del estdmago e ilestomia de todos los
animales de tratamiento y el analisis microbioldgico se documenta mas adelante.

Ensayo de alimentacién en cerdos in vivo

Un total de 32 cerdos (macho) de diferentes camadas de un programa de cruce convencional (Large White x
Landrace) realizado en Moorepark Pig Production Development Unit (MPDU), se destetaron a aproximadamente 26
dias de edad. A los 14 dias después del destete, (dia -7), los cerdos se etiquetaron, se separaron por peso corporal
medio inicial (11,8 + 1,3 kg) y se asignaron aleatoriamente a uno de cuatro grupos de tratamiento (n = 8): control,
suspension de sustrato probidtico, micro-perlas de probiotico y micro-perlas recubiertas. Los cerdos se estabularon
individualmente en jaulas disefiadas para proporcionar un espacio razonable para el movimiento libre y actividad
normal de los cerdos, asegurando de esta manera una motilidad Gl normal (Snoeck et al., 2004). Todas las jaulas,
equipadas con un unico alimentador y bebedero con boquilla, estaban localizadas en habitaciones con luz
controlada (0700 h a 1630 h) con temperaturas mantenidas a 28-30°C a lo largo del ensayo usando un calentador de
espacio controlado termostaticamente. Los 7 dias siguientes se documentaron como el periodo de aclimatacion (dia
-7 a dia 0), durante los cuales los animales se alimentaron con una dieta comercial no medicada (desprovista de
antimicrobianos, potenciadores del rendimiento, y edulcorantes) dos veces al dia a 0730 y 1530 (350 g/racién) con
acceso ad libitum a agua fresca. Durante este periodo, los animales se entrenaron para consumir un volumen
estandar de medio vehicular - zumo de manzana pasteurizado (Sqeez®, Dublin, Irlanda) - en un tiempo definido
antes de su alimentacion matinal. EI consumo de zumo, actitud del animal y consistencia fecal se monitorizaron
diariamente durante el periodo de aclimatacién y se combinaron para generar un sistema de puntuacién (datos no
mostrados). Cualquier animal que mostré signos de mala salud se traté apropiadamente por el personal in situ. Los
animales tuvieron acceso no restringido a agua en todo momento durante el estudio.

En el dia 0; se tomaron muestras fecales 6 h después de la alimentacion matinal para la determinacién de
parametros de linea base. Se recogieron heces recién defecadas (5-10 g) en contenedores estériles después de
estimulacion rectal de dos animales por tratamiento (n = 8). Las muestras fecales se almacenaron anaerébicamente
a 4°C y se realizaron analisis microbioldgicos en 2 h como se indica mas adelante. Ademas del zumo matinal en el
dia 0, se ofrecio a todos los grupos de tratamiento una racién de zumo extra como un reemplazo de la alimentacion
de la tarde. Después de un ayuno de toda la noche (16 h), Ios animales recibieron tratamientos con probidtico con su
zumo matinal en el dia 1. El primer grupo (A) recibio LGG libre, que sirvi6 como un control y el segundo grupo (B)
se traté con suspensiones de proteina nativa de LGG®", Las micro- perlas cargadas con probidtico se administraron
al tercer grupo (C), mientras el grupo restante (D) reC|b|o micro-perlas recubiertas con polisacarido y no existié una
diferencia en tamafio significativa entre los tratamientos con micro-perla respectivos. Un método de dosificacion se
optimizd para mitigar el estrés de los animales durante la administracion del tratamiento, ya que el manejo de los
animales retrasa el tiempo de transito Gl (Snoeck, et al., 2004). Durante la administracion del problotlco cada cerdo
recibié aproximadamente 400 ml de zumo de manzana que contenia aproxmadamente 4,2 x 10" cfu/ml de LGG™ en
los tratamientos respectivos, o que proporcioné una dosis total de 1,7 x 10" cfu/animal. El uso de un tnico medio
vehicular y tamafio estandar de micro-perlas son pre-requisitos fundamentales ya que pueden resultar tiempos de
transito gastrico fluctuantes de la variaciéon en la viscosidad del vehiculo y tamafio/densidad de las micro-perlas
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(Davis et al.,, 2001, Mpassi et al., 2001). Los experimentos preliminares (datos no mostrados) revelaron una
eficiencia de encapsulacion de 96,1% = 0,7% para las micro-perlas cargadas con probiético; asi, las muestras
control (grupo A y B) se ajustaron para procurar concentraciones aproximadamente iguales de LGG™ entre todos los
grupos de tratamiento.

Dos horas después de la administracion de probiotico, los animales de los grupos de tratamiento A, B y C se
sacrificaron (como se ha descrito anteriormente) mientras el grupo D se aleatorizé entre dos tiempos de transito (2 y
3 h) para la investigacion de liberacion celular retardada de los sistemas recubiertos. El tracto Gl entero se retiré de
cada cadaver inmediatamente después del sacrificio y el contenido en digestion (5-10 g) de varias regiones del Gl se
recogio asépticamente. Los contenidos gastricos (piléricos) se muestrearon, después de lo cual el contenido en
digestion intestinal desde 1 m de longitud desde el yeyuno se recogié, empezando en un punto 1 m distal de la
valvula pilérica. También se tomd contenido en digestion desde 1 m de longitud del ileo, empezando a 15 cm
proximal de la union ileo-cecal, que fue seguido secuencialmente por recogida de los contenidos completos del
ciego. Todas las muestras se almacenaron anaerdbicamente y se transportaron en hielo al laboratorio donde se
realizaron analisis microbiolégicos en 8 h desde el sacrificio, como se indica mas adelante. También se recogieron
muestras de tejido durante la diseccion del cadaver de las regiones del estébmago, yeyuno e ileo descritas
anteriormente. Las muestras pequefas de tejido (1-2 cm) se almacenaron inmediatamente en hielo para analisis por
microscopio y adhesion de probidtico; realizandose el ultimo en 2 h desde el sacrificio.

In-vivo - Andlisis microbiolégico de los contenidos del Gl porcino

Las muestras fecales se homogeneizaron en Diluyente de Maxima Recuperacion (MRD) como diluciones de 10
veces (p/p) usando un stomacher (Lab-Blender 400; Seward Medical, Londres, Reino Unido): sin embargo, todos los
contenidos en digestion del Gl se diluyeron de forma seriada usando tampoén fosfato (pH 7; 0,5 M) y se
homogeneizaron en un bafio de hielo para facilitar la inactivacion permanente de las enzimas digestivas y la
liberacion completa de las bacterias encapsuladas. Las diluciones apropiadas se sembraronlpor extension en placa
en tres medios como se describe por Gardiner et al. (2004), para la enumeracion de LGG™, lactobacilos totales y
Enterobacteriaceae. Brevemente, se obtuvieron recuentos de probiotico para Lb. rhamnosus GG usando agar MRS
que contenia rifampicina (Sigma Chemical Co., Dorset, Reino Unido) como un agente selectivo y 50 U/mL de
nistatina (Sigma Chemical Co., Dorset, Reino Unido) para inhibir levaduras y hongos después de la incubacién
anaerdbica durante 2 dias a 37°C (MRS"™"). Las bacterias fecales en la familia de Enterobacteriaceae se enumeraron
en agar bilis rojo violeta con glucosa (Merck, Darmstadt, Alemania) incubado a 27°C durante 24 h (VRBA), mientras
los recuentos de Lactobacillus total se detectaron en agar selectivo para Lactobacillus (Rogosa et al., 1951) (Becton
Dickinson, Cockeydville, Md.) después de incubacion anaerébica durante 5 dias (LBS). LGG"" fue facilmente
identificable en MRS® debido a su apariencia distinta de colonias, es decir, colonias lechosas, bien desarrolladas,
redondas, sin embargo, se realizé PCR de ADN polimoérfico amplificado aleatoriamente (RAPD-PCR) (detallada mas
adelante) para validar la presencia de Lb. rhamnosus GG en las placas MRS®". Los contenidos del Gl se analizaron
para la determinacion del pH (medidor de pH Mettler Toledo MP220) en las 6 h desde el sacrificio.

In-vivo - Ensayo de adhesion

Las muestras de tejido iliaco se lavaron suavemente en MRD para eliminar cualquier contenido en digestion
adherido débilmente y se lavaron adicionalmente por inmersion en MRD y agitacion vigorosa durante 60 s. Las
muestras de tejido se homogeneizaron en MRD fresco como diluciones de 10 veces usando un stomacher (Lab-
Blender 400; Seward Medical, Londres, Reino Unido). EI homogenado resultante se diluy6 adicionalmente 10 veces
en MRD y se sembraron en placas diluciones apropiadas en los tres medios detallados anteriormente para la
enumeracion de las bacterias adherentes.

Resultados

Los datos indicaron claramente que las microperlas segun la invencidon son capaces de sobrevivir al paso a través
del estbmago y romperse para administrar el agente activo en el intestino inferior (véanse, por ejemplo, las Figs 9 a
12). Los datos ex-vivo indican adicionalmente que las microperlas recubiertas son capaces de la administracion
retardada en el intestino delgado, permitiendo asi la administracion intestinal distal (es decir, administracion del
agente activo en el ileo) (véase, por ejemplo, la Fig. 19). Los datos in-vivo muestran que el agente activo, en este
caso bacterias probidticas, retiene su funcionalidad y viabilidad después de la administracién en el intestino. En
referencia particularmente a la Fig. 22, tanto las microperlas no recubiertas como recubiertas retienen su capacidad
de adherirse a la mucosa iliaca, adhesion que es mejorada por el recubrimiento de las microperlas, y adhesiéon que
persiste durante al menos 3 horas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir microperlas que comprenden un componente activo encapsulado en una matriz de
proteina de suero de la leche gelificada, comprendiendo el método las etapas de proporcionar una suspension de
proteina de suero de la leche desnaturalizada y un componente activo, tratar la suspensién para generar
microperlas, e inmediatamente curar las microperlas por acidificaciéon por inmersién en una disolucién de curado
acida.

2. Un método como se reivindica en la reivindicacion 1, en el que el pH de la disolucién de curado acida es de 4,0 a
4.9.

3. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacién anterior, en el que la proteina de suero de la leche es
un aislado de proteina de suero de la leche o concentrado de proteina de suero de la leche.

4. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacion anterior, en el que la proteina de suero de la leche tiene
un grado de desnaturalizacion de al menos 90% (p/p).

5. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacion anterior, en el que la suspensién de proteina de suero
de la leche tiene una concentracion de 5-15% (p/v).

6. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacion anterior, en el que la disolucién de curado acida tiene
una concentracion de acido de 0,3 M a 0,6 M.

7. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacion anterior, en el que la temperatura de la disolucion de
curado acida es de 30°C a 40°C.

8. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacion anterior, en el que la disoluciéon de curado acida
comprende un tensioactivo para prevenir o inhibir la aglomeracion de las microperlas formadas.

9. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacion anterior, en el que las microperlas formadas se someten
a un periodo de curado prolongado en la disoluciéon de curado acida, durante un periodo de al menos 15 minutos
(después de la gelificacion).

10. Un método como se reivindica en la reivindicacion 1, en el que la proteina de suero de la leche empleada en el
proceso de la invencion tiene un contenido en B-lactoglobulina de al menos 30% (p/p).

11. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacion anterior, en el que las microperlas se producen por
una tobera vibratoria, en la que la suspension de la proteina de suero de la leche se pulveriza a través de una tobera
y se induce la rotura laminar del chorro pulverizado mediante la aplicacion de una frecuencia sinusoidal con amplitud
definida a la tobera de pulverizacion.

12. Un método para producir microperlas recubiertas que comprende las etapas de producir microperlas que
comprenden un componente activo encapsulado en una matriz de proteina de suero de la leche gelificada segin un
método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, y resuspender las microperlas en una disolucién de
polisacarido anionico que tiene un pH de 4,6 o menos durante un periodo de al menos 10 minutos.

13. Un método como se reivindica en la reivindicacion 12, en el que el polisacarido anionico se selecciona del grupo
que consiste en: pectina; alginato: carragenano; y goma arabiga.

14. Una preparacién de microperlas en la que cada microperla comprende un componente activo dispersado en una
matriz de proteina de suero de la leche desnaturalizada gelificada, y en el que al menos el 90% de las microperlas
en la preparacion tienen un diametro de 80 a 500 y, en el que al menos el 90% de las microperlas en la preparacion
son capaces de sobrevivir intactas en jugo gastrico porcino fresco de pH 2,0 ex-vivo durante al menos tres horas a
37°C con agitacion a 150 rpm.

15. Un vehiculo capaz de administrar un agente activo a un intestino inferior de un sujeto mientras protege el agente
activo durante el paso a través del estdbmago e intestino proximal del sujeto, comprendiendo el vehiculo una
preparacion de microperlas como se reivindica en la reivindicacion 14.

12
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