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DESCRIPCION

Composiciones probidticas a base de cereales
Campo de la invencion

La presente solicitud se refiere a composiciones probidticas a base de cereales que comprenden bacterias
productoras de acido lactico.

Antecedentes de la invencion

La microflora gastrointestinal representa un nimero de papeles vitales en el mantenimiento de la funcion del tracto
gastrointestinal y la salud fisiolégica general. El crecimiento y el metabolismo de las muchas especies bacterianas
individuales que habitan en el tracto gastrointestinal dependen principalmente de los sustratos disponibles para ellas,
la mayoria de los cuales se derivan de la dieta. Puesto que los probiodticos generalmente no colonizan
permanentemente el hospedador, necesitan ser ingeridos regularmente para que persistan cualesquiera
propiedades promotoras de la salud.

Sawatari y cols. "Development of fermented instant Chinese noodle using Lactobacillus plantarum" Food
Microbiology 22(6):539-546, diciembre de 2005, desarrollaron un nuevo tipo de tallarines chinos instantaneos con la
aplicacion de fermentacion de acido lactico por Lactobacilli.

Sumario de la invenciéon

La invencién se basa en el descubrimiento de que las bacterias productoras de acido lactico, particularmente
especies de Bacillus, siguen siendo viables y retienen sus propiedades probidticas beneficiosas en composiciones
alimentarias, tales como las preparadas a altas temperaturas (p. €j., 80, 90, 100, 120 o 150°C) en agua hirviendo. La
invencion describe composiciones probidticas a base de cereales. Especificamente, la invencién proporciona una
composicion alimentaria que comprende un cereal y una célula vegetativa o espora de Bacillus coagulans, en donde
dicha composicion comprende pasta y en donde dicha Bacillus coagulans es la cepa GBI-30 (Numero de
Denominacion de la ATCC PTA-6086).

La invenciéon se define en las reivindicaciones adjuntas. Pastas adecuadas incluyen pasta al huevo, espagueti
(cilindros delgados sélidos), macarrones (tubos o cilindros huecos), fusilli (forma helicoidal), lasafia (hojas), tagliatelle
(cintas planas), vermicelli (espagueti fino), ravioli (pasta rellena), spatzle y foqui. Otras pastas adecuadas incluyen
penne rigate (pasta en forma cilindrica estriada), penne lisce (pasta en forma cilindrica lisa), rotini (pasta en forma de
sacacorchos) y rigatoni (pasta en forma de tubo).

En un aspecto, las Bacillus coagulans aisladas comprenden entre 0,01% y 10% en peso de la composicion.
Preferiblemente, las Bacillus coagulans aisladas comprenden entre aproximadamente 0,01% y aproximadamente
0,1% en peso de la composicion.

Opcionalmente, la Bacillus coagulans aislada esta en el forma de una espora. En un aspecto, las esporas de Bacillus
coagulans se activan al entrar en contacto con liquido caliente. Preferiblemente, el liquido caliente es agua o leche.
Alternativamente, la Bacillus coagulans aislada esta en la forma de una célula vegetativa. En otro aspecto, la
Bacillus coagulans aislada esta en la forma de una mezcla de células vegetativas y esporas. Preferiblemente, la
Bacillus coagulans esta predominantemente en forma de esporas, p. €j. aproximadamente 75%, aproximadamente
80%, aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, aproximadamente 95%, aproximadamente 99% o
aproximadamente 100% de esporas.

Las cepas Hammer de Bacillus coagulans de la invencién son apatégenas y generalmente se consideran seguras
para el uso en nutricion humana (es decir, clasificacion GRAS) por the U.S. Federal Drug Administration (FDA) y the
U.S. Department of Agriculture (USDA) y por los expertos en la técnica. Por ofra parte, las cepas Hammer de
Bacillus coagulans de la invencién germinan a o por debajo de la temperatura corporal humana, haciéndolas Utiles
como probidticos. Muchas cepas de Bacillus coagulans fuera del grupo Hammer tienen principalmente aplicaciones
industriales, poco o ningun beneficio nutricional y contaminantes medioambientales que no se han evaluado en
cuanto a la seguridad. Ademas, muchas otras cepas distintas a Hammer de Bacillus coagulans crecen 6ptimamente
a temperaturas que superan la temperatura corporal humana y, asi, no germinan eficazmente en el cuerpo humano.
Tales cepas son menos o nada adecuadas como probidticos para el consumo humano.

La descripcion detallada y los ejemplos siguientes son ejemplares y explicativos solamente y no restrictivos de la
invencion segun se reivindica.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un grafico de barras que demuestra la supervivencia de BC30 en fioqui (pasta de patata). La Figura 2
es un diagrama de barras que ilustra la supervivencia de BC30 en relleno de pasta fresca al huevo. Barra izquierda:
pasta no tratada con relleno a base de queso (que contiene cultivos bacterianos de queso); barra media: pasta con
relleno a base de queso tratado con BC*; barra derecha: pasta con relleno a base de queso tratado con BC* y
pasteurizado a 100°C durante 5 minutos.

Descripcion detallada de la invencién

Los organismos probitticos son apatégenos, atoxigénicos, retienen la viabilidad durante el almacenamiento y
sobreviven al paso a través del estdbmago y el intestino delgado. Las bacterias productoras de acido lactico (es decir,
"bacterias de acido lactico") apatégenas, tales como la Bacillus coagulans ejemplar, siguen siendo viables y retienen
sus propiedades probioticas beneficiosas en composiciones a base de cereales y para sopa, tales como las
preparadas en agua hirviendo. Especificamente, los organismos probidticos descritos en la presente memoria, p. €j.,
Bacillus coagulans cepa GBI-30 o BCSO, Numero de Denominacién de la ATCC PTA-6086, sobreviven a los
procedimientos rigurosos de fabricacion y coccion de las composiciones a base de cereales y para sopa descritas
posteriormente.

Bacterias productoras de acido lactico probidticas

Una bacteria productora de acido lactico probidtica adecuada para el uso en las composiciones de la invencion
produce acido y es apatégena. La propiedad de produccion de acido es importante para la eficacia de las bacterias
productoras de acido lactico probidticas de esta invencion.

La invencion proporciona el uso de una bacteria productora de acido lactico, tal como la Bacillus coagulans Hammer
formadora de esporas, en donde dicha B. coagulans es la cepa GBI-30 (nimero de denominacion de la ATCC PTA-
6086).

Métodos y composiciones ejemplares se describen en la presente memoria usando Bacillus coagulans como un
probiotico. Bacillus coagulans purificada y/o aislada es particularmente util como un probidtico en composiciones a
base de cereales y para sopa. B. coagulans probidtica es apatdgena y generalmente se considera segura (es decir,
clasificacion GRAS) por the U.S. Federal Drug Administration (FDA) y the U.S. Department of Agriculture (USDA), y
por los expertos en la técnica.

Bacillus coagulans es una bacteria formadora de esporas grampositiva apatdgena que produce acido L(+)-lactico
(dextrogiro) en condiciones de fermentacion. Se ha aislado de fuentes naturales, tales como muestras de suelo
termotratadas inoculadas en medio nutritivo (Bergey's Manual off Systemic Bacteriology, Vol. 2, Sneath, P.HA., y
cols., eds., Wiliams & Wilkins, Baltimore, MD, 1986). Cepas de B. coagulans purificadas han servido como una
fuente de enzimas incluyendo endonucleasas (p. €j., Patente de EE. UU. N° 5.200.336); amilasa (Patente de EE.
UU. N° 4.980.180); lactasa (Patente de EE. UU. N° 4.323.651); y ciclomaltodextrina glucanotransferasa (Patente de
EE. UU. N° 5.102.800). B. coagulans se ha usado para producir acido lactico (Patente de EE. UU. N° 5.079.164).
Una cepa de B. coagulans (denominada L. sporogenes; Sakaguti & Nakayama (ATCC 31284)) se ha combinado con
otra bacteria productora de acido lactico y B. natto para producir un producto alimentario fermentado de habas de
soja tratadas al vapor de agua (Patente de EE. UU. N° 4.110.477).

Especies bacterianas incluyen Bacillus coagulans, p. €j., Bacillus coagulans hammer, preferiblemente Bacillus
coagulans hammer cepa n° de registro ATCC 31284, o una o mas cepas derivadas de Bacillus coagulans hammer
cepa n° de registro ATCC 31284 (p. ej., numeros de ATCC: GBI-20, numero de denominacion de la ATCC PTA-
6085; GBI-30, Numero de Denominacion de la ATCC PTA-6086; y GBI-40, Numero de Denominacion de la ATCC
PTA-6087; véase la Patente de EE. UU. N° 6.849.256 de Farmer).

Bacillus coagulans previamente se caracterizé errébneamente como un Lactobacillus y se clasific6 como
Lactobacillus sporogenes (Véase Nakamura y cols. 1988. Int. J. Syst. Bacteriol. 38: 63-73). Sin embargo, la
clasificacion inicial era incorrecta debido a que Bacillus coagulans produce esporas y excreta acido L(+)-lactico a
través del metabolismo. Ambas caracteristicas proporcionan rasgos clave para la utilidad de Bacillus coagulans.
Estos aspectos de desarrollo y metabdlicos requerian que la bacteria se clasificara como una Bacillus de acido
lactico. Ademas, generalmente no se aprecia que las especies clasicas de Lactobacillus sean inadecuadas para la
colonizacién del intestino debido a su inestabilidad en el ambiente de pH fuerte (es decir, acido) de la bilis,
particularmente bilis humana. En contraste, Bacillus coagulans es capaz de sobrevivir y colonizar el tracto
gastrointestinal en el ambiente biliar e incluso crecer en este intervalo de pH bajo.
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Actividad probidtica de Bacillus coagulans

Esta bien documentado clinicamente que muchas especies de patdgenos bacterianos, micoticos y levaduriformes
poseen la capacidad de provocar una variedad de trastornos gastrointestinales incluyendo, pero no limitados a:
alteracion de la funcién bioquimica gastrointestinal normal, necrosis de tejidos gastrointestinales y alteracion de la
bioabsorcion de nutrientes, y afecciones similares. Las composiciones que contienen microorganismos probidticos
descritas en la presente memoria inhiben estos patégenos. Asi, las composiciones son utiles en el tratamiento
profilactico o terapéutico de afecciones asociadas con una infeccion por los susodichos patdégenos.

En un aspecto, una cepa de Bacillus coagulans se incluyen en la composicién en la forma de células vegetativas. En
otro aspecto, la cepa de Bacillus coagulans se incluye en la composicion en la forma de esporas. La invencion
proporciona la inclusién de la cepa de Bacillus coagulans en la composicion en la forma de un polvo, una masa de
células deshidratada, una pasta estabilizada o un gel estabilizado.

Debido a que las esporas de Bacillus son resistentes al calor y la presiéon y se pueden almacenar como un polvo
seco, son particularmente Utiles para la formulacion en y la fabricacion de productos tales como las diversas
composiciones a base de cereales y para sopa descritas en la presente memoria. Una especie de Bacillus es muy
adecuada para la presente invencion, particularmente especies que tienen la capacidad para formar esporas que
son relativamente resistentes al calor y otras condiciones, haciéndolas ideales para el almacenamiento (tiempo de
conservacion) en formulaciones de productos, p. ej., composiciones a base de cereales y para sopa. Debido a las
propiedades de tiempo de conservacion de las cepas de Bacillus coagulans descritas en la presente memoria, la
cepa de Bacillus coagulans GBI-30 o BCSO, Numero de Denominacion de la ATCC PTA-6086, las formulaciones de
productos de la invencion no se conservan en la nevera y se pueden almacenar a temperatura ambiente.

La Bacillus coagulans de la invencidon sobrevive a un almacenamiento (tiempo de conservacion) de
aproximadamente 12 dias a aproximadamente 2 afios; de aproximadamente 1 mes a aproximadamente 18 meses;
de aproximadamente 3 meses a aproximadamente 1 afio; o de aproximadamente 6 meses a aproximadamente 9
meses.

Actividad probiética antimicrobiana

Los organismos probiéticos descritos en la presente memoria, Bacillus coagulans cepa GBI-30 o BC*°, Numero de
Denominacion de la ATCC PTA-6086, promueven la salud digestiva y apoyan el sistema inmunitario. La capacidad
de Bacillus coagulans para inhibir diversos patégenos bacterianos se comprobd cuantitativamente mediante el uso
de un ensayo in vitro. Este ensayo es parte de un cribado de patdégenos bacterianos estandarizado (desarrollado por
the U.S. Food and Drug Administration (FDA)) y esta disponible comercialmente sobre discos de soporte solido
(DIFCO® BACTROL® Antibiotic Disks). Para realizar el ensayo, se prepararon inicialmente placas de dextrosa de
patata (DIFCO®) usando procedimientos estandar. A continuacion las placas se inocularon individualmente con las
bacterias (aproximadamente 1,5x1 0° CFU) para ser probadas a fin de formar un lecho bacteriano confluente.

La inhibicién de microorganismos (p. ej. patégenos gastrointestinales) por Bacillus coagulans se comprobd
posteriormente al poner aproximadamente 1,8 x 10° CFU de Bacillus coagulans en 10 yl de caldo o tampon,
directamente en el centro de la placa de dextrosa de patata, teniendo un emplazamiento de prueba
aproximadamente 8 mm de diametro por placa. Se usé un minimo de tres emplazamientos de prueba para cada
ensayo. El control negativo consistia en un volumen de 10 yl de una solucién salina estéril, mientras que el control
positivo consistia en un volumen de 1 pl de glutaraldehido. A continuacion, las placas se incubaron durante
aproximadamente alrededor de 18 h a 30°C, momento en el que se midieron las zonas de inhibicién. Segun se
indica en la presente memoria, "excelente inhibicién" significa que la zona tenia 10 mm o mas de diametro; y "buena
inhibicién" significa que la zona tenia mas de 2 mm de diametro pero menos de 10 mm de diametro.

Segun se esperaba, no se observaba "inhibicion" con el control negativo con solucién salina y se observaba una
excelente "inhibicion" (aproximadamente 16,2 mm de diametro; media de tres pruebas) con el control positivo de
glutaraldehido. Para los microorganismos entéricos probados, se encontré la siguiente inhibicién por Bacillus
coagulans: (i) especies de Clostridium - excelente inhibicion; (i) Escherichia coli - excelente inhibicion; (i) especies
de Clostridium - excelente inhibicion, donde la zona de inhibicion tenia constantemente mas de 15 mm de diametro.
De forma similar, también se observaba una excelente inhibicién para los patdogenos oportunistas Pseudornonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus. Bacterias entéricas patdgenas que eran inhibidas por Bacillus coagulans
incluyen, pero no se limitan a: Staphylococcus aureus; Staphylococcus epidermidis; Streptococcus pyogenes;
Pseudomonas aeruginosa; Escherichia coli (especie enterohemorragica); numerosas especies de Clostridium (p. €j.,
Clostridium perfingens, Clostridium botulinum, Clostridium tributrycum, Clostridium sporogenes y similares);
Gardnereia vaginails; Proponbacterium aenes; Aeromonas hydrophia; especies de Aspergillus; especies de Proteus
y especies de Klebsiella.
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Microencapsulaciéon

En un aspecto, las bacterias productoras de acido lactico se incorporan en un revestimiento de microcapsulas antes
de la adiciéon a la composicidon a base de cereales, usando cualquier procedimiento de microencapsulaciéon bien
conocido en la técnica. Las Bacillus coagulans aisladas se empaquetan, o encapsulan, dentro de otro material a fin
de proteger a las bacterias del entorno circundante. Las capsulas de la invencion varian en tamafio de una milésima
de milimetro a siete milimetros. Los ingredientes internos de la microcapsula se liberan de sus envueltas de diversos
modos, incluyendo la ruptura mecanica de la pared de la capsula, disolucion de la pared, fusién de la pared y
difusién a través de la pared. Asi, la microencapsulacion proporciona una proteccion adicional a la bacteria Bacillus
aislada durante el procesamiento térmico de las composiciones a base de cereales de la invencion. Métodos fisicos
de microencapsulacion incluyen revestimiento en plato, revestimiento por suspension al aire, extrusion centrifuga,
tobera vibratoria y secado por pulverizacion. Métodos quimicos de microencapsulacion incluyen polimerizacion
interfacial, polimerizacion in situ y polimerizacion matricial.

Alternativamente, la bacteria productora de acido lactico se afade a la composicion a base de cereales sin
microencapsulacion.

Composiciones probidticas a base de cereales y para sopa

La descripcion se dirige al descubrimiento sorprendente de que las bacterias productoras de acido lactico,
particularmente especies de Bacillus, siguen siendo viables y retienen sus propiedades probidticas beneficiosas en
composiciones a base de cereales y para sopa, tales como las preparadas en agua hirviendo. Las composiciones se
preparan al combinar materia seca y un liquido, p. €j., agua o leche. En un aspecto, la composicion se prepara al
combinar materia seca y un liquido, y calentar la combinacion resultante. Opcionalmente, la combinacion se calienta
(termoprocesa) usando calor aplicado, una llama o un microondas. La composicion a base de cereales o para sopa
se hierve en agua caliente, p. €j., ebullicion en placa, adicion de agua hirviendo a un recipiente o tratando con
microondas la composicién a base de cereales o para sopa junto con agua. Preferiblemente, se afiade agua
hirviendo (aproximadamente 100°C) a una combinacién de composicion a base de cereales y bacterias Bacillus
coagulans.

En un aspecto, al menos aproximadamente 5%-25% de las bacterias son viables después del calentamiento, p. €j.,
al menos aproximadamente 25%-50%; al menos aproximadamente 50% a 75%; o al menos aproximadamente 75%-
99% de las bacterias son viables después del calentamiento. Como las recomendaciones dietéticas (RDA o toma
diaria recomendada; RDI) son aproximadamente 1 x 10° bacterias (segun las directrices de la UES), preferiblemente,
la composiciéon a base de cereales o para sopa comprende al menos aproximadamente 1 x 10° bacterias viables
después del calentamiento. En otro aspecto, la composicién a base de cereales o para sopa comprende al menos
aproximadamente de 1 x 10° a 1 x 107; al menos aproximadamente de 1 x 10" a 1 x 108; o al menos
aproximadamente de 1 x 108 a 1 x 10° bacterias viables después del calentamiento.

Las composiciones se formulan en muchas configuraciones, debido a que la bacteria esta presente como una célula
vegetativa o como una espora, o ambas, dependiendo de la especie y la forma del organismo probidtico. Las
células/esporas se formulan en una variedad de composiciones adecuadas para el uso en una composicion a base
de cereales o para sopa. En un aspecto, la bacteria estd presente como una mezcla de esporas y células
vegetativas. En otro aspecto, la bacteria esta presente como al menos 90% de esporas, p. €j., 95%, 98% o0 99% de
esporas. Opcionalmente, antes de la adiciéon a las composiciones a base de cereales y para sopa de la invencion,
las células de Bacillus coagulans se cultivan en liquido en ausencia de o con cantidades limitadas de una fuente
alimenticia para inducir la esporulaciéon. En otro aspecto, el secado por pulverizacidon con pistola térmica destruye
aproximadamente 50%, aproximadamente 75%, aproximadamente 90%, aproximadamente 95% o aproximadamente
99% de células vegetativas antes de la adicion a las composiciones a base de cereales y para sopa de la invencion.

Las composiciones a base de cereales, tales como las descritas en la presente memoria, se elaboran a partir de una
variedad de cereales conocidos por los expertos en la técnica. Cereales adecuados incluyen arroz, trigo, maiz,
cebada, centeno, avena, alforfén, sorgo, mijo, triticale, fonio y quinoa. Otros tipos de cereales usados para elaborar
las composiciones a base de cereales de la invencion incluyen tef, arroz salvaje y trigo duro.

La invencién proporciona pasta mejorada con probidticos, p. e€j., Bacillus coagulans aislada y pasta. Pasta es un
nombre genérico para variantes italianas de tallarines, alimento elaborado a partir de una masa de harina, agua y/o
huevos. La pasta se cocina en agua caliente/agua hirviendo antes del consumo. Los organismos probidticos
descritos en la presente memoria, p. €j., Bacillus coagulans cepa GBI-30 o BCSO, Numero de Denominacién de la
ATCC PTA-6086, sobreviven singularmente a los procedimientos rigurosos de fabricacion y coccion de las
composiciones a base de cereales y para sopa. En un aspecto, la pasta es el ingrediente principal, servido con salsa
0 aderezos. Las variedades comunes de pasta incluyen pasta tubular, pasta cilindrica redondeada recta, pasta en
cinta, micropasta, pasta rellena y pasta de forma irregular. Pastas ejemplares incluyen espagueti (cilindros delgados
soélidos), macarrones (tubos o cilindros huecos), fusilli (forma helicoidal), lasafia (hojas), tagliatelle (cintas planas),
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vermicelli (espagueti fino) y ravioli (pasta rellena). Otras pastas adecuadas incluyen penne (pasta en forma
cilindrica), rotini (pasta en forma de sacacorchos) y rigatoni (pasta en forma de tubo). En ltalia, los penne se
producen en dos variantes: "penne lisce" (liso) y "penne rigate" (estriado), teniendo el ultimo rebordes sobre cada
tallarin. Otros dos tallarines, fioqui y spatzle, a veces se consideran pasta debido a que son tradicionales en ltalia;
sin embargo, sus distribuciones "naturales" (y quiza sus origenes) estan fuera de Italia y estos tallarines tienen mas
en comun con las bolas de masa ("dumplings") que con la pasta tipica. Los dos estilos basicos de pasta son
deshidratada y fresca. La pasta deshidratada tiene una textura mas firme y mas densa cuando se cuece y es
adecuada para salsas espesas, con carne o aceitosas. La pasta fresca tiene una textura mas suave y mas
absorbente y es adecuada para salsas mantecosas o cremosas o salsas con sabores delicados. También hay
variaciones en los ingredientes usados en la pasta. El tiempo durante el que la pasta se puede almacenar varia de
dias a afios dependiendo de si la pasta se elabora con huevo o no, y si es deshidratada o fresca.

Se usan muchos ingredientes para elaborar masa para pasta, que varian de una mezcla simple de harina y agua a
los que requieren la adicidon de huevos, especias y quesos, o incluso tinta de calamar, a la masa. Opcionalmente, la
pasta contiene un relleno, p. €j., queso, hortalizas, frutas y/o carne. En un aspecto, la pasta seca se elabora a partir
de harina o sémola de trigo duro. La harina de trigo duro tiene un matiz de color amarillo. Alternativamente, la pasta
seca se elabora de otros tipos de harina (tales como maicena), que da un producto mas suave. Variedades
particulares de pasta también pueden usar otros cereales y/o métodos de molienda para elaborar la harina. Algunas
variedades de pasta, tales como Pizzoccheri, se elaboran de harina de alforfén. Diversos tipos de pasta incluyen
huevos (pasta al huevo). A menudo los fioqui se consideran platos de pasta, aunque son bastante diferentes en los
ingredientes (principalmente patatas molidas).

En un aspecto, bacteria Bacillus coagulans en la forma de un polvo secado por pulverizacion se incluye en o sobre la
superficie de la composicién probiética a base de cereales descrita en la presente memoria. Preferiblemente, la
Bacillus coagulans aislada esta en la forma de una espora. Las Bacillus coagulans aisladas son al menos 85%, al
menos 90%, al menos 95% o al menos 99% esporas puras. Alternativamente, la Bacillus coagulans aislada esta en
la forma de una célula vegetativa. En un aspecto, las Bacillus coagulans aisladas son al menos 85%, al menos 90%
o al menos 95% de células vegetativas puras. En otro aspecto, la Bacillus coagulans aislada esta en la forma de una
mezcla de células vegetativas y esporas. La mezcla de Bacillus coagulans es 90% de esporas, 10% de células
vegetativas; 75% de esporas, 25% de células vegetativas; 60% de esporas, 40% de células vegetativas; 50% de
esporas, 50% de células vegetativas; 60% de células vegetativas, 40% de esporas; 75% de células vegetativas; 25%
de esporas; 0 90% de células vegetativas, 10% de esporas.

El agente activo aislado de Bacillus y/o Bacillus coagulans se aplica usando cualquiera de una variedad de métodos
conocidos incluyendo, por ejemplo, aplicar un polvo, secar por pulverizacion el probiodtico sobre la composicién a
base de cereales o embeber la composicidon en una solucidon que contiene el probiético. Opcionalmente, la bacteria
Bacillus se ahade a la masa y se seca en el producto (p. €j., pasta). En otro aspecto, la bacteria Bacillus coagulans
en la forma de un polvo secado por pulverizaciéon se anade directamente a la propia composicién a base de
cereales. En otro aspecto mas, maltodextrina junto con la bacteria Bacillus coagulans en la forma de un polvo
secado por pulverlzaC|on se afiade directamente a la propia composicion a base de cereales. Opcionalmente,
aproximadamente 5 x 10" CFU de bacteria Bacillus coagulans (por gramo de matriz de alimento) en la forma de un
polvo secado por pulverizacion junto con maltodextrina se afiade directamente a la propia composicién alimentaria.

Se puede usar cualquiera de una variedad de métodos para poner la composicién bacteriana en una composicion a
base de cereales. Sin embargo, métodos preferidos incluyen un método de "secado por pulverizaciéon" en el que las
composiciones se exponen en una camara de baja humedad a una mezcla atomizada que contiene una composicion
liquida, donde la camara se expone posteriormente a aproximadamente 26,7-43,3°C (80-110°F) para secar el
liquido, impregnando de ese modo el material de la composicion a base de cereales con los componentes.

Una concentracion tipica es de aproximadamente 1x10” a 1x10" CFU; 1x10% a 1x10" CFU; o 1x10° a 1x10"® CFU
de bacterias viables o esporas/g de matriz de alimento. Después del secado, el alimento esta listo para el uso
inmediato o para el almacenamiento en un envase estéril, p. €j., un envase de 88,7 ml (3 onzas), un envase de
177,4 ml (6 onzas), un envase de 266,2 ml (9 onzas), un envase de 354,9 ml (12 onzas), un envase de 443,6 ml (15
onzas), un envase de 532,3 ml (18 onzas) o un envase de 709,8 ml (24 onzas).

Los ingredientes activos (es decir, bacterias vivas o componentes extracelulares) comprenden entre
aproximadamente 0,01% y aproximadamente 10%; 0,01% y aproximadamente 1%; o aproximadamente 0,05% y
aproximadamente 0,1% en peso de la composicion probidtica a base de cereales. Opcionalmente las Bacillus
coagulans aisladas comprenden de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 10 g; de aproximadamente 10 mg a
aproximadamente 1 g; o de aproximadamente 25 mg a aproximadamente 75 mg en peso de la compOS|C|on
probiodtica. Lo mas preferiblemente, la cantidad de bacterias Bacillus coagulans es aproximadamente 5 x 107
unidades formadoras de colonias (CFU) de bacterias por gramo de matriz de alimento.

En un aspecto, la cantidad de bacterias es de aproximadamente 10* a 10" unidades formadoras de colonias (CFU)

de bacterias por gramo de composicion probidtica (es decir, células vegetativas y/o esporas bactenana)
preferiblemente de 10° a 10'® CFU/g de matriz de alimento. Alternativamente, las concentraciones son de 10% a 10™
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CFU/g; de 10° a 10" CFU/g; o de 10" a 10" CFU/g de matriz de alimento. En un aspecto, la cantidad de bacterias
es aproximadamente 1 x 10° CFU por gramo de matriz de alimento. La cantidad real en una composicién a base de
cereales o para sopa variara dependiendo de las cantidades de composicién que se van a dispersar en la
composicion alimentaria y de las vias de dispersion.

En un aspecto, la invencion proporciona el almacenamiento de la composicién a base de cereales en un envase
estéril a temperatura ambiente antes del consumo. Alternativamente, la composicion se consume inmediatamente.

En otro aspecto, la composiciéon comprende al menos 85%, al menos 90%, al menos 95% o 100% de esporas de
Bacillus coagulans aisladas.

A modo de ejemplo, y no de limitaciéon, se pueden incorporar esporas de Bacillus coagulans en cualquier tipo de
producto seco o liofilizado que se disuelva o se mezcle con agua caliente, con tal de que la temperatura de la mezcla
que contiene esporas de Bacillus coagulans se eleve hasta la temperatura de choque térmico requerida (es decir,
80°C durante 5 minutos) necesaria para la germinacion de las esporas. Las esporas de Bacillus coagulans bien
pueden ser incorporadas en el producto seco o liofilizado por el fabricante del producto o bien por el consumidor
durante la preparacion. Estos productos secos o liofilizados incluyen, pero no se limita a: pasta. Posteriormente, la
composicion a base de cereales se hierve en agua caliente, p. €j., ebullicion en placa, adiciéon de agua hirviendo a un
recipiente o tratamiento con microondas de la composicién a base de cereales junto con agua.

En un aspecto, las esporas de Bacillus coagulans sobreviven al almacenamiento (tiempo de conservacion), es decir,
retienen la viabilidad o la capacidad para germinar en condiciones fisiolégicas (p. e€j., ingestion), de
aproximadamente 12 dias a aproximadamente 2 afios; de aproximadamente 1 mes a aproximadamente 18 meses;
de aproximadamente 3 meses a aproximadamente 1 afio; o de aproximadamente 6 meses a aproximadamente 9
meses.

Ejemplos
Ejemplo 1: Preparacion de cultivos de Bacillus coagulans (Fuera del alcance de las reivindicaciones)

Bacteria Bacillus coagulans Hammer (N° Registro ATCC 31284) se inocul6 y se hizo crecer hasta una densidad
celular de aproximadamente 10® a 10° células/ml en caldo nutritivo que contiene 5 g de peptona, 3 g de extracto de
carne, 10-30 mg de MnSO. y 1.000 ml de agua destilada, se ajusté hasta pH 7,0, usando un recipiente de
fermentacion de extraccion por aire estandar a 30°C. El intervalo de MnSO4 aceptable para la esporulacion es 1 mg/l
a 1 g/l. Las células vegetativas se pueden reproducir activamente hasta 45°C y las esporas son estables hasta 90°C.
Después de la fermentacion, las células o esporas bacterianas de B. coagulans se recogen usando métodos
estandar (p. ej., filtracion, centrifugacion) y las células y esporas recogidas se pueden liofilizar, secar por
pulverizacién, secar al aire o congelar. Segun se describe en la presente memoria, el sobrenadante del cultivo
celular se recoge y se usa como un agente extracelular secretado por B. coagulans.

Un rendimiento tipico del cultivo anterior esta en el intervalo de aproximadamente 10°a 10" esporas viables y mas
tipicamente aproximadamente 100 a 150 miles de millones de células/esporas por gramo antes de secar. Las
esporas mantienen al menos 90% de viabilidad después de secar cuando se almacenan a temperatura ambiente
durante hasta diez afios y asi el tiempo de conservacion eficaz de una composicion que contiene esporas de B.
coagulans Hammer a temperatura ambiente es aproximadamente 10 afios.

Ejemplo 2: Preparacion de esporas de Bacillus coagulans (Fuera del alcance de las reivindicaciones)

Un cultivo de esporas de B. coagulans deshidratadas se prepar6 como sigue. Diez millones de esporas se
inocularon en un cultivo de un litro que contenia 24 g de caldo de dextrosa de patata, 10 g de material digerido
enzimatico de tejido de pollo y pescado, 5 g de FOS y 10 g de MnSO.. El cultivo se mantuvo durante 72 horas bajo
un ambiente alto en oxigeno a 37°C para producir un cultivo que tenia aproximadamente 150 miles de millones de
células por gramo de cultivo. Posteriormente, el cultivo se filtr6 para retirar el liquido del medio de cultivo y la pella
bacteriana se resuspendié en agua y se seco por congelaciéon. A continuacion, el polvo secado por congelacion se
tritura hasta un polvo fino usando practicas correctas de fabricacion (GMP).

Ejemplo 3: Las esporas de Bacillus coagulans sobreviven en el ambiente gastrico (Fuera del alcance de las
reivindicaciones)

Este estudio se realiz6 a fin de determinar el grado de supervivencia de esporas de Bacillus coagulans a medida que
traspasan el estdmago. Muestras de esporas de Bacillus coagulans se sometieron a un ambiente gastrico simulado
para variar los espacios de tiempo a fin de obtener su grado de supervivencia. En primer lugar, se preparé una
muestra homogénea de materia prima Bacillus coagulans de al menos 12 gramos. Se prepard solucion salina a pH 1
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usando HCI 3 N (150 ml cada una en seis botellas de 250 ml de medio) y se esteriliz6. Se prepararon de forma
similar soluciones salinas adicionales con pH 2 y 3, dando como resultado 6 botellas de 250 ml estériles, que
contenia cada una 150 ml de solucién salina con pH ajustado. Se prepararon y se esterilizaron seis botellas de 250
ml de medio estéril que contenian cada una 150 ml de solucién salina normal. Se preparé tampén de fosfato (11400
ml) a pH 7,2. Se prepararon y esterilizaron tubos de ensayo (24), que contenian cada uno 9 ml de tampon de fosfato
pH 7,2. Se prepararon tubos de ensayo (120), que contenian cada uno 9 ml de solucién salina normal. Se prepard
medio GYE (glucosa-extracto de levadura)-agar y se esterilizo y se enfrio hasta 45°C en un bafo de agua. Muestras
(24) de materia prima se pesaron, cada una [1500 miligramos (tedéricamente equivalentes 10 mil millones de
esporas). Las muestras se afiadieron a botellas de medio a 37°C y se incubaron la mitad durante 20 minutos y la
otra mitad durante 120 minutos. Después de 20 y 120 minutos de incubacion, respectivamente, las muestras se
mezclaron hasta uniformidad y se pipeteé 1 ml en 9 ml de tampén de fosfato estéril pH 7,2. Después de que las 12
muestras de cada punto temporal se pusieran en tubos de ensayo que contenian tampon de fosfato estéril, se
realizaron diluciones en serie hasta que se hubleron usado 6 tubos para cada muestra. La dilucion final para los dos
tubos de ensayo finales era 3 x 10" y 3 x 10°, lo que daba un recuento de alrededor de 300 y 30 CFU,
respectivamente. Los 2 tubos de ensayo finales de cada muestra se pusieron en un bafio de agua a 70°C durante 30
minutos. Después de 30 minutos, se enfriaron inmediatamente hasta 45°C. Se dispusieron tres placas de Petri
estériles por tubo. Se afiadieron 1,0 ml del tubo termotratado a cada placa de Petri, a continuacién se vertieron 15 ml
de medio de GYE-agar fundido estéril (a 45°C) en cada una de las placas de Petri y se mezclaron a fondo. Cuando
se solidificaban, las placas se incubaban en una posicion invertida durante 48 horas a 40°C. Se contaron las
colonias individuales. Los resultados se expresaron como CFU por gramo segun se muestra en la Tabla 1
posteriormente. 1,0E+10 = 1 x 10"

Tabla 1.
20 Minutos de Incubacion | 120 Minutos de Incubacién
Muestra Recuento de Esporas, Recuento de Esporas,
CFU/gramo CFU/gramo
Solucién Salina Normal - A |1,90E+10 1,88E+10
Solucién Salina Normal - B |2,12E+10 2,00E+10
Solucién Salina Normal - C | 1,64E+ 10 2,06E+10
Promedio 1,89E+10 1,98E+10
Solucién salinapH 1,0-D |2,08E+09 5,98E+07
Solucién salinapH 1,0-E |1,47E+09 0,00E+00
Solucién salinapH 1,0-F |3,59E+09 0,00E+00
Promedio 2,38E+09 1,99E+07
Solucién salinapH 2,0 - G |3,63E+09 3,46E+09
Solucién salinapH 2,0-H |4,47E+09 2,48E+09
Solucién salinapH 2,0-1 |3,58E+09 2,82E+09
Promedio 3,89E+09 2,92E+09
Solucién salinapH 3,0-J |1,65E+10 1,13E+10
Solucién salina pH 3,0 - K |1,35E+10 1,11E+10
Solucién salinapH 3,0-L |1,80E+10 1,39E+10
Promedio 1,60E+10 1,21E+10

Ejemplo 4: Bacillus coagulans retienen la viabilidad en fioqui (pasta de patata)

El propésito del siguiente estudio era determinar el grado de supervwenua de GBI-30 (Bacillus coagulans-30; BCSO)
en fAoqui (pasta de patata) después de la coccion y la pasteurizacion. BC*® se mezclé en foqui (pasta de patata) a la
dosis de 5 x 10" CFU/g de matriz de alimento, se seco por pulverizacién y se hirvié en agua a 100°C durante 1
minuto y 30 segundos. Posteriormente, la pasta de patata se pasteurizé durante 1 hora y 20 minutos a 95°C.
Después de la pasteurizacion, la pasta de patata se cocié a 100°C durante 1 minuto y 30 segundos para simular una
coccion doméstica. La pasta se almacend a 4°C durante 30 dias (el tiempo de conservacion es 60 dias), se sometio
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a choque térmico a aproximadamente 80°C durante aproxmadamente 5 minutos y se puso en medio de GYE-agar.
Los resultados demuestran que aproximadamente 1,3 x 10’ CFU de Bacillus coagulans por gramo de matriz de
alimento sobrevivian después de un almacenamiento durante aproximadamente 30 dias. Se observaron resultados
comparables después del choque térmico (termiz.), sugiriendo que, después del procedimiento de coccion, la pasta
comprende principalmente esporas y pocas células vegetativas de Bacillus coagulans. La pasta de patata se envaso
en una atmdsfera modificada. La actividad de agua (Aw) de la composicion era aproximadamente 0,95%. Los datos
de la Figura 1 muestran c!3 e, después de la preebullicién, la pasteurizacion y la coccion, la cantidad de BC* en la
pasta de patata era 3 x 10° CFU/g de matriz de allmento sugiriendo que la dosis diaria aproximada de probioticos en
100 g de fioqui es aproximadamente 1,3 x 10° CFU o 100% de RDA (mil millones de células viables es la dosis
recomendada en las directrices de la UE).

Ejemplo 5: Bacillus coagulans retienen viabilidad en pasta fresca al huevo

Este estudio se realizd a fin de determinar el grado de supervwenma de GBI-30 (Bacillus coagulans-30; BC*) en
pasta fresca al huevo después de la pasteurlzaC|on BC*® se mezclé en la pasta fresca al huevo con relleno de
queso, hortalizas y carne a la dosis de 5 x 10’ CFU/g de matriz de alimento. Posteriormente, la pasta fresca al huevo
se seco por pulverizacion y se pasteurizé durante aproximadamente 5 minutos a 100°C. El tiempo de conservacion
de la pasta fresca al huevo era de 50 dias. La pasta se envaso en una atmdsfera modificada. La actividad de agua
(Aw) de la composicion era aproxmadamente 0,92-0,97%. Los resultados ilustrados en la Figura 2 demuestran que
aproximadamente 2 x 10" CFU de BC*® sobrevivian a la pasteurizacion descrita anteriormente, indicando que
Bacillus coagulans retienen la viabilidad en la pasta fresca al huevo.

Ejemplo 6: Supervivencia de Bacillus coagulans termoactivadas (Fuera del alcance de las reivindicaciones)

Se determiné la capacidad de GBI-30 (Bacillus coagulans-30; BC*) en harina de avena para sobrevwlr al
calentamiento a través de microondas. La Tabla 2 demuestra que aproximadamente 82% de las BC* solas
sobrevivian al tratamiento con microondas durante 1 minuto y 50 segundos. Segin se muestra en la Tabla 2,
aproximadamente 79% de las bacterias Bacillus coagulans iniciales en harina de avena sobrevivian después del
tratamiento con microondas durante 1 minuto y 50 segundos, sugiriendo que Bacillus coagulans retienen la
viabilidad en harina de avena después de la coccién. La Tabla 2 muestra la supervivencia de BC30 después del
tratamiento térmico bajo diversas condiciones.

Tabla 2.
Descripcion de la Muestra Método de Prueba |CFU/Espec Tamarfo de |Recuento Total |% de
Muestra Espec

Recuento de Placa

A: BC30, termoactivacion Total 11900000000 (1 g 11900000000 |100%
Recuento de Placa

B: BC30, microondas Total 11900000000 (1 g 9750000000 82%

C: BC30+harina de avena, Recuento de Placa

microondas Total 11900000000 (1g 9350000000 79%

A: 1 gde BC30 + 10 ml de agua, 75°C 30 min, enfriado hasta 45°C, dilucién en serie, recuento de placa total.

B: 1 g de BC30 + 250 ml de agua, microondas 1 min 50 segundos, dilucién en serie, recuento de placa total.

C: 1 g de BC30 + 1 porcion de harina de avena (35,6 g) + 250 ml de agua, microondas 1 min 50 segundos, dilucion
en serie, recuento de placa total.

Ejemplo 7: Bacillus coagulans en mezcla seca para sopa Turtle Island (Fuera del alcance de las reivindicaciones)

El probidtico Bacillus coagulans de la invenciéon se afadié a mezcla seca para sopa Turtle Island en la cantidad
|nd|cada en la Tabla 3. La Tabla 3 es un diagrama que indica el nimero de unidades formadoras de colonias (CFU)
de BC® por porcion de mezcla seca para sopa.

Tabla 3.
Descripcion de la Muestra | Peso/porcion | Cantidad de BC 30 |CFU/porcién
1 Mezcla Seca para Sopa 38,2 gramos |0,02 gramos 2,81x10°
2 |Mezcla Seca para Sopa 38,3 gramos |0,02 gramos 2,26x10°
3 |Mezcla Seca para Sopa 39,1 gramos |0,5 gramos 7,05x10"
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Ejemplo 8: Bacillus coagulans retienen viabilidad en pasta de sémola de trigo duro

El propésito del siguiente estudio era determinar el grado de supervwenua de GBI-30 (Bacillus coagulans-30; BCSO)
en pasta de sémola de trigo duro despues de la coccion. BC® se mezclé en la pasta de sémola de trigo duro a una
dosis de aproximadamente 4 x 108 CFU/porcién (aproxmadamente 7 x 10° CFU/g de matriz de alimento
(aproximadamente 30 mg de BC® ) el tamafo de la porciéon es aproximadamente 56 gramos). La compOS|C|on se
extruy6 a 37-38°C, seguido por 20 horas de secado a 50°C. La Tabla 4 muestra la supervivencia de BC* después
de la fabricacion de pasta seca y después de cocer la pasta seca a través de ebullicion durante aproxmadamente 8
minutos. Los resultados mostrados en la Tabla 4 demuestran que aprommadamente 55% de BC* sobreviven al
procedimiento de fabricacion, mlentras que aproximadamente 30% de BC* sobreviven al procedimiento de coccion,
indicando que Bacillus coagulans BC™ retienen viabilidad en pasta de sémola de trigo duro.

Tabla 4.
Descripcion de la Muestra | CFU/Espec | Tamafio de la Muestra |[Recuento Total | % de Espec
Pasta seca (no cocida) |4 x 10° 56 ¢ 2,2 x10° 55%
Pasta seca (cocida) 4 x10° 56 ¢ 1,2 x 10° 30%
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién alimentaria que comprende un cereal y una célula vegetativa o espora de Bacillus coagulans, en
donde dicha composicion comprende pasta y en donde dicha Bacillus coagulans es la cepa GBI-30 (NUumero de
Denominacion de la ATCC PTA-6086).

2. La composicidon segun la reivindicacion 1, en la que dicha pasta se selecciona del grupo que consiste en
espagueti, lasafia, pasta al huevo, spatzle, penne rigate, rotini, rigatoni y fioqui.

3. La composicién segun la reivindicacion 1, en la que dicha Bacillus coagulans comprende entre 0,01% y 10% en
peso de dicha composicion.

4. La composicion segun la reivindicacion 1, en la que dicha composicién alimentaria es una composicion cocida.
5. La composicidn segun la reivindicacion 1, en la que dicha Bacillus coagulans esta en la forma de una espora.

6. La composicion segun la reivindicacion 5, en la que dichas esporas de Bacillus coagulans se activan al entrar en
contacto con liquido caliente.

7. La composicién segun la reivindicacion 6, en la que dicho liquido caliente es agua o leche.

8. La composicion segun la reivindicacion 1, en la que dicha Bacillus coagulans esta en la forma de una célula
vegetativa.

9. La composicion segun la reivindicacion 1, en la que dicha Bacillus coagulans esta en la forma de una mezcla de
células vegetativas y esporas.
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