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DESCRIPCION

Composicion y método para mejorar la estabilidad y extender la vida util de bacterias probiéticas y productos
alimenticios de las mismas

Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona en general con los probioticos y productos alimenticios que contienen tales y, en
particular, pero no exclusivamente, con composiciones que contienen probioticos estabilizados con estabilidad
mejorada y vida util extendida.

Antecedentes de la invencion

Los probidticos son suplementos alimentarios microbianos vivos que afectan beneficiosamente al huésped apoyando
la flora intestinal de origen natural, al competir con los microorganismos nocivos en el tracto gastrointestinal, ayudando
a los procesos metabdlicos Utiles, y mediante el fortalecimiento de la resistencia del organismo huésped frente a
sustancias toxicas. Los efectos beneficiosos que los probidticos pueden inducir son numerosos. Algunos ejemplos no
limitantes incluyen la reduccioén de la intolerancia a la lactosa, la inhibicion de las bacterias y parasitos patogenos, la
reduccion de la diarrea, la actividad contra Helicobacter pylori, la prevencion del cancer de colon, la mejora o la
prevencion de estrefiimiento, la produccion in situ de vitaminas, la modulacion de la grasa en la sangre, y la modulacién
de las funciones inmunes del huésped. En los animales domesticados y acuaticos también pueden mejorar el
crecimiento, la supervivencia y la resistencia al estrés asociado con enfermedades y condiciones de cultivo
desfavorables. Por lo tanto, existe un considerable interés en incluir probioéticos en los productos alimenticios humanos
y en la alimentacién animal.

Los organismos probiéticos son preferiblemente vivos y capaces de actividad hasta e incluyendo durante la ingestion,
con el fin de ser efectivos. Los organismos probiéticos se incorporan usualmente en los productos lacteos, tales como
yogures, que proveen cierta estabilidad inherente y que no requieren calor para su procesamiento. Sin embargo, es
dificil incorporar los microorganismos beneficiosos en otros tipos de productos alimenticios, por ejemplo, cremas,
rellenos de galletas, chocolate, salsas, mayonesa y etc., especialmente aquellas que opcionalmente se someten a
tratamiento térmico en al menos una etapa de su preparacién. El tratamiento térmico se conoce para disminuir la
viabilidad de organismos probidticos vy, si es suficientemente alto o se aplica durante un periodo suficientemente largo
de tiempo, matara a estos organismos.

La actividad y estabilidad a largo plazo de las bacterias probidticas puede verse afectada por un nimero de factores
ambientales; por ejemplo, temperatura, pH, presencia de agua/humedad y oxigeno o agentes oxidantes o reductores.
Es bien sabido que, en una fase acuosa, los probidticos instantaneamente pierden su actividad durante el
almacenamiento a temperatura ambiente (TA). Generalmente, las bacterias probidticas se secan antes o durante la
mezcla con otros ingredientes alimenticios. El proceso de secado puede frecuentemente dar como resultado una
pérdida significativa de la actividad de tension mecanica, quimica, y osmética inducidas por el proceso de secado. La
pérdida de actividad puede ocurrir en muchas etapas diferentes, incluyendo el secado durante la fabricacion inicial, la
preparacion de alimentos (cuando se expone a altas temperaturas, alta humedad, oxigeno y alta presion), el transporte
y el almacenamiento a largo plazo (temperatura, oxigeno y exposiciéon hiumeda), y después del consumo y el paso en
el tracto gastrointestinal (Gl) (la exposicion a pH bajo, enzimas proteoliticas y sales biliares). La fabricacion de
alimentos o productos de pienso con organismos de células vivas o probidticoa es en particular un reto, debido a que
los probidticos son muy sensibles al oxigeno, la temperatura y la humedad, todos los cuales estan tipicamente
presentes en el mismo producto alimenticio y/o su fabricacion.

Muchos probiéticos exhiben su efecto beneficioso sobre todo cuando estan vivos. Por lo tanto, necesitan sobrevivir al
proceso de fabricacién y vida util de los alimentos. Del mismo modo, tras el consumo del alimento, deben sobrevivir a
las condiciones adversas del tracto gastrointestinal, tales como los valores de pH muy bajos presentes en el estomago,
antes de alcanzar la ubicacién adecuada en el intestino para la colonizaciéon. Aunque muchos productos probidticos
comerciales estan disponibles para los consumos de animales y humanos, la mayoria de ellos pierden su viabilidad
durante el proceso de fabricacion, el transporte, el almacenamiento y en el tracto gastrointestinal del animal/humano.

Para compensar esta pérdida, una cantidad excesiva de probioticos se incluye en el producto, en prevision de que
una parte va a sobrevivir y alcanzar su objetivo. Ademas de la viabilidad de vida util cuestionable de estos productos,
tales practicas no son ciertamente rentables. Adicionalmente, tales practicas también pueden dar lugar a
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dosificaciones muy variables de las bacterias probiodticas que realmente llegan a su destino previsto para la
colonizacion, lo que tampoco es deseable.

Para la proteccion de las bacterias, se han ideado diversas formulaciones, con frecuencia la incorporacion de agentes
de proteccion, tales como proteinas, ciertos polimeros, leche desnatada, glicerol, polisacaridos, oligosacaridos y
disacaridos, y similares. Sin embargo, ninguna de estas formulaciones es capaz de proteger adecuadamente contra
el oxigeno y la humedad, ni son capaces de proveer una proteccion adecuada contra altas temperaturas requeridas
para el procesamiento de muchos productos alimenticios.

Por ejemplo, los microorganismos probidticos pueden ser encapsulados por técnicas de recubrimiento entérico que
implica aplicar una pelicula de sustancia de formacién, usualmente por aspersién de liquidos que contienen polimero
entérico y generalmente otros aditivos tales como azulcares o proteinas sobre los probidticos secos (Ko and ping WO
02/058735). Sin embargo, la pelicula de polimeros entéricos que recubre los probiéticos durante el proceso de
microencapsulacion usualmente no pueden funcionar como una proteccion de barrera contra la humedad y, en general
hay que afadir varias capas, para evitar que el agua entre en las microcapsulas. Ademas, tales polimeros tampoco
pueden proveer una proteccion adecuada contra el oxigeno en muy malas propiedades de oclusion de oxigeno de
tales polimeros.

Giffard y Kendall (US 2005/0079244) divulgan un producto alimenticio en forma de una croqueta lista para comer seca
o semihimeda o mezcla en polvo, que contiene una combinacion de un probidtico, prebidtico y un recubrimiento de
calostro. Antes de la mezcla en el producto alimenticio, el probidtico se recubre o encapsula en un polisacarido, grasa,
almiddn, proteina o en una matriz de azucar, usando técnicas estandar de encapsulacién. De manera similar a la
divulgacién anterior, ni los polimeros de encapsulacion ni los aditivos utilizados en las dos capas de nucleo y de
recubrimiento tienen baja transmision de vapor de agua y de oxigeno, y por lo tanto los efectos negativos del agua
(humedad) y de oxigeno no se pueden evitar.

De acuerdo con lo anterior, se ha propuesto para secar los sistemas de probidticos a base de azicar mediante la
formacién de espuma en una capa muy delgada (Bronshtein W0O2005117962), o utilizar combinaciones de azucares
con un agente gelificante polimérico, tal como alginato, quitosano, carboximetilcelulosa o carboxietilcelulosa. Cavadini
et al. (EP 0 862 863) proveen un producto de cereales que comprende una matriz de almidén gelatinizado que incluye
un recubrimiento o un agente de relleno. El probiético esta incluido con el recubrimiento. De acuerdo con ese proceso,
los probidticos secados por aspersion se mezclan con un sustrato portador, que puede ser agua, grasa o una proteina
de digestion. La mezcla es entonces asperjada sobre el producto de cereales y todo el producto se seca de nuevo. La
rehidratacion de las bacterias ya secas y el proceso adicional de recubrimiento/secado es costoso y perjudicial para
las bacterias.

El documento US 2005/0019417 A1 describe un método de preparacion de productos que contienen microorganismos
vivos sensibles a la humedad, incluyendo probidticos, que comprende al menos las etapas a través de las cuales una
suspension de probioticos y un polimero de azucar en solvente miscible en agua se asperjan sobre particulas solidas
formadoras de gel soluble en agua. Por estos medios, el nicleo compuesto de particulas soélidas formadoras de gel
soluble en agua puede absorber residuos de solventes y proveer proteccion a los probidticos colocados sobre dicho
nucleo.

Kenneth y Liegh (EE.UU. Pat. No. 6.900.173) describen la fabricacion de una barra de probidticos y proteina
multivitaminica para la promocién de un estado anabdlico en una persona. Las bacterias probioticas secos se mezclan
en jarabe de azucar y varios otros constituyentes, y la mezcla resultante se extruye y se corta en barras. Sin embargo,
el documento no divulga ningln proceso o composicion que mejorara la viabilidad o la estabilidad a largo plazo de los
probidticos en las barras nutricionales y no hay ninguna indicacion de que las bacterias aun sobreviven al proceso.

El documento US 2004/0175389 (Porubcan) divulga una formulacion para la proteccion de bacterias probidticas
durante su paso a través del estbmago, mientras que permite su liberacion en el intestino. La formulacion tiene también
una baja actividad de agua y correspondientemente larga vida util. La capsula incluye una mezcla libre de agua de
bacterias probioticas con sales monovalentes de alginato, y un recubrimiento entérico (por ejemplo, encapsulacion en
gelatina o celulosa). Tras el contacto con el entorno acido, la capa exterior de la capsula se convierte en un gel, que
provee una barrera de proteccion contra el influjo de protones en el ndcleo de la capsula. Sin embargo, esta
composicion es util solamente para las tabletas y capsulas sometidas a condiciones de almacenamiento de actividad
muy baja de agua y ademas requieren almacenamiento en contenedores purgados con nitrégeno o sellados al vacio.
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El documento WO 03/088755 (Farber y Farber) describe un sistema de suministro oral para ingredientes funcionales
uniformemente dispersados en una matriz. Los componentes de la matriz incluyen un azucar, un carbohidrato, un
hidrocoloide, un alcohol polivalente y una fuente de cationes mono- o divalentes. El sistema de suministro es extrudido
o moldeado en una forma final con un contenido de humedad de entre 15% y 30% en peso. Este tipo de matriz provee
muy poca proteccion a los probidticos; la poca protecciéon que se provee requiere condiciones de refrigeracion, que no
son adecuados o deseables para muchos productos alimenticios. No se provee descripcién o direcciéon en cuanto a
cémo las bacterias probioticas se estabilizan durante la fabricacion o durante el almacenamiento prolongado a
temperatura ambiente.

McGrath y Mchale (EP 1382241) describen un método de suministro de un microorganismo a un animal. El
microorganismo se suspende en una matriz de alginato entrecruzado y criopreservante (trehalosa o lactosa, o una
combinacién de ambos). La matriz es entonces congelada o secada al vacio para formar perlas secas que contienen
probidticos vivos con una estabilidad de vida util de hasta 6 meses, pero solamente bajo condiciones de refrigeracion.
Una vez mas, no se proeyo6 ninguna descripcion o direccion en cuanto a cémo las bacterias probidticas se estabilizan
durante la fabricacion o durante el almacenamiento prolongado a temperatura ambiente y condiciones de alta
humedad.

Ubbink et al. (US 2005/0153018) divulga la preservacion de las bacterias del acido lactico en alimentos humedos. Las
bacterias secadas por aspersion se afiaden a una composicion que comprende grasas, leche fermentada en polvo y
sacaridos. Esa composicion se utiliza entonces como el agente de relleno de un producto de confiteria. El asunto
objeto descrito en ese documento evita los efectos perjudiciales del agua embebiendo los probiéticos en grasa o matriz
rica en aceite. Sin embargo, el recubrimiento a base de grasa y la conservacién de materiales solos no resisten el
oxigeno y la exposicion a largo plazo a condiciones humedas.

Rubin et al. (WO 2011/004375) divulgan composiciones resistentes al calor y un método de preparacion de estas
composiciones, que se someten a tratamiento de calor en al menos una etapa de su preparacion.

Baek et al. (WPIl/Thomson, 1994-06-04, vol. 1996, nr.11) se refieren a la "estabilizacion de Lactobacillus en polvo.

Ninguna de las composiciones anteriores provee una mezcla que puede proteger eficientemente el probiotico en
ambos procesos tanto de secado como almacenamiento a largo plazo a temperatura ambiente y grados variables de
humedad. Ademas, ninguna de las composiciones anteriores provee una mezcla que puede proteger eficientemente
los probioticos contra el oxigeno que es una causa principal para la pobre estabilidad durante largo tiempo en
condiciones de almacenamiento produciendo vida Gtil muy limitada.

Breve resumen de la invencién

Muchos probiéticos pueden ser sensibles a la temperatura, al agua y/o al oxigeno y por lo tanto sufren de la carencia
de una vida util extendida. Por lo tanto, necesitan proteccion durante el procesamiento, transporte y almacenamiento,
asi como durante el suministro al tracto gastrointestinal para mantener la viabilidad.

Por lo tanto, existe una necesidad urgente de una composicién que puede proteger eficientemente las bacterias
probidticas durante la fabricacion, el almacenamiento a largo plazo a temperatura ambiente, la humedad y el oxigeno
y durante el paso gastrointestinal. También existe la necesidad de un procedimiento de preparacion que sea rentable
y capaz de atrapar y estabilizar los probidticos en la mezcla de proteccion con una minima pérdida de viabilidad al final
de toda la operacion. Hay una necesidad de una mezcla protectora que provea proteccion en el estdmago mientras
que permite la liberacion del probidtico a lo largo del tracto intestinal. También hay una necesidad de una mezcla
protectora que contenga solamente ingredientes aprobados generalmente considerados como seguros (GRAS), y sea
menos costosa que las que actualmente se esta utilizando.

La presente invencion, en al menos algunas realizaciones, supera estos inconvenientes de la técnica anterior y provee
una soluciéon a estas necesidades, proveyendo una composicion y proceso para producir una composicion para
bacterias probioticas que sean estables durante el procesamiento, y durante largos periodos de tiempo a temperatura
ambiente y grados variables de humedad.

En al menos algunas realizaciones, la presente invencion provee un proceso de preparacion rapido y rentable y la
proteccion en los productos de alimentos (productos alimenticios). Como se describe aqui, puede entenderse que los
términos "alimentos" y "productos alimenticios" abarcan cualquier tipo de producto nutricional que sea adecuado para
los mamiferos, incluyendo, pero no limitado a los humanos.
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La presente invencion, en al menos algunas realizaciones, provee una composicion que comprende bacterias
probidticas que sean resistentes al calor, oxigeno y humedad y que sean adecuadas para un producto de alimento,
en donde la composicién esta en forma de particulas, comprendiendo la composicion: (a) una composiciéon de nucleo
que contiene las bacterias probidticas y un estabilizador, en donde la cantidad total de los probidticos en la mezcla es
de aproximadamente 10% hasta aproximadamente 90% en peso de la composicion del nucleo; (b) una capa de
recubrimiento mas interna, en capas en dicha composicion de nucleo, que comprende al menos una grasa soélida
hidréfoba o acido graso que tiene un punto de fusion inferior a 60°C; (c) una capa de recubrimiento intermedia en
capas en dicha capa de recubrimiento mas interna, que cuando esta presente en una solucién acuosa en la cantidad
de 0.1% peso/peso sobre el peso de la solucion, tiene una tension superficial inferior a 60 mN/m, cuando se mide a
25°C; y (d) una capa de recubrimiento exterior, en capas en dicha capa de recubrimiento intermedio.

El estabilizador puede comprender opcionalmente cualquier tipo de consumidor de oxigeno, incluyendo, pero no
limitado a, los que contienen base de L-cisteina o clorhidrato, de los cuales se listan aqui otros ejemplos.

La composicion de nucleo también puede comprender opcionalmente al menos un compuesto de azucar incluyendo,
pero no limitado a, maltodextrina, trehalosa, lactosa, galactosa, sacarosa, fructosa y similares, de los cuales se
proveen aqui otros ejemplos. Disacaridos, tales como sacarosa y trehalosa, son atractivas como agentes protectores
dentro del nucleo debido a que son en realidad plantas de ayuda y células microbianas para permanecer en un estado
de animacion suspendida durante periodos de sequia. Se ha demostrado que la trehalosa es un protector efectivo
para una variedad de materiales bioldgicos, secados tanto por aire ambiente como secados por congelacion.

La composicion de nucleo también puede comprender opcionalmente uno o mas de otros ingredientes de calidad
alimentaria, incluyendo, pero no limitado a un agente de relleno, un surfactane y aglomerante, de los cuales se proveen
aqui diversos ejemplos no limitantes.

La capa de recubrimiento mas interna puede comprender opcionalmente al menos una grasa solida hidréfoba o acido
graso que tiene un punto de fusion inferior a 50°C y preferiblemente superior a 25°C. El punto de fusion es
opcionalmente de preferencia inferior a 45°C y superior a 30°C, y es opcionalmente y mas preferiblemente inferior a
40°C y superior a 35°C. La capa de recubrimiento mas interna puede formar opcionalmente una matriz hidréfoba
estable que incorpore la composicion de nucleo interior y/o forme una pelicula alrededor de la composicién de nucleo
probidtico.

La capa de recubrimiento intermedia, la cual cuando esta presente en una solucién acuosa en la cantidad de 0.1%
peso/peso sobre el peso de la solucidn, tiene opcionalmente una tension superficial inferior a 50 mN/m y
preferiblemente inferior a 45 mN/m cuando se mide a 25°C.

La capa de recubrimiento exterior comprende, opcionalmente un polimero que tiene una tasa de transmision de
oxigeno de menos de 1000 cc/m?/24 horas, preferiblemente de menos de 500 cc/m?/24 horas y lo mas preferiblemente
menos de 100 cc/m?/24 horas medida en condiciones de prueba estandar (que puede ser por ejemplo 73°F (23°C) y
0% de humedad relativa). El polimero también tiene opcionalmente una tasa de transmision de vapor de agua de
menos de 400 g/m?/dia, preferiblemente menos de 350 g/m?/dia y mas preferiblemente menos de 300 g/m?/dia.

La composicién puede comprender ademas opcionalmente una capa adicional de recubrimiento de barrera de
humedad, en capas sobre la capa de recubrimiento exterior, para impedir la penetracién adicional de humedad. La
composicion puede comprender ademas opcionalmente un polimero entérico, en capas sobre la capa de recubrimiento
de barrera de humedad, que puede proveer ademas proteccion contra tales caracteristicas destructivas del tracto
gastrointestinal como valores bajos de pH y enzimas proteoliticas.

La composicién resultante es en una forma sélida que puede ser opcionalmente cualquier forma de particula sélida
como se describe aqui, incluyendo, pero no limitado a, granulos, polvo y similares. La composicion estabilizada es
adecuada para mezclar/afadir a los productos alimenticios, incluyendo pero no limitado a chocolate, queso, cremas,
salsas, mayonesa y relleno de galleta. Las bacterias probidticas estabilizadas dentro de la composicién de proteccion
mantienen su viabilidad durante los procesos de fabricacién o de preparaciéon que implican la exposicion a alta
temperatura, humedad y oxigeno. Las bacterias estabilizadas mantienen su viabilidad durante las condiciones de
almacenamiento a temperatura ambiente, en un ambiente oxigenado humedo, incluso después de que se afiaden a
un producto alimenticio. Un ejemplo de alta temperatura que va a ser resistida es una etapa de atemperado durante
la preparacion de chocolate, o de mezcla dentro de las composiciones de crema.

Breve descripcion de los dibujos
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Lo anterior y otras caracteristicas y ventajas de la invencidon seran mas facilmente evidentes a través de los siguientes
ejemplos, y con referencia a los dibujos adjunto, en donde:

La Figura 1 muestra un diagrama esquematico de una capsula de miultiples capas de acuerdo con una realizacion de
la invencion;

La Figura 2 muestra un diagrama esquematico de una capsula de miultiples capas de acuerdo con una realizacion de
la invencion.

Figura 3 muestra un diagrama esquematico de un angulo (8) de contacto que se forma cuando un liquido no se propaga
completamente sobre un sustrato (usualmente un sélido).

Descripcion detallada de realizaciones preferidas

Ahora se ha encontrado que las bacterias probiéticas pueden ser sorprendentemente estabilizadas eficientemente
para uso en un proceso de preparacion de alimentos mediante una combinacién Unica de capas de recubrimiento que
tienen orden de disposicién Unica. Las bacterias fueron formuladas en un nucleo recubierto con capas de
recubrimiento, obteniendo de este modo composiciones probiodticas que proveen organismos probidticos viables
incluso después de un tiempo prolongado de almacenamiento a temperatura ambiente con una humedad elevada, la
composicion siendo ademas estable en el almacenamiento y la vida util del producto alimenticio que contiene los
probidticos protegidos de acuerdo con la presente invencion y capaces de administrar bacterias viables a los tractos
gastrointestinales después de la administracion oral.

La presente invencion, en al menos algunas realizaciones, provee una composicion probiotica en forma de particulas
para ser utilizado como aditivos alimentarios saludables. La presente invencion se dirige particularmente a un proceso
para la preparacion de probidticos protegidos contra el oxigeno y la humedad (vapor de agua) para la incorporacion
en los productos alimenticios, tales como cremas, galletas, cremas de galletas, rellenos de galletas, chocolates, salsas,
queso, mayonesa y etc.

En una realizaciéon preferida de la invencién, dichas bacterias probiéticas comprenden al menos un Bifidobacterium
animalis lactis. El granulo de nucleo probidtico estabilizado o de mezcla de nucleo de acuerdo con la invencién es un
granulo recubierto, que comprende al menos tres fases en capas, por ejemplo un nucleo y tres recubrimientos, o un
nacleo y tres o mas recubrimientos. Usualmente, una de las capas es grasa solida hidréfoba que contribuye
principalmente a la prevencion de la penetracion de agua o humedad en el nicleo durante el recubrimiento de la capa
exterior o durante las etapas posteriores. Al menos otra capa es un recubrimiento exterior que es responsable de
prevenir la transmision de la humedad y oxigeno en el nucleo durante el almacenamiento y la vida util, mientras que
la capa de recubrimiento intermedia esta presente entre estas dos capas de recubrimiento y es responsable de proveer
la union y adhesion de las capas anteriores una con otra en donde dicho recubrimiento intermedio puede proveer
ademas resistencia del nucleo al oxigeno y/o la humedad. Tal recubrimiento intermedio también puede comprender
opcionalmente una capa que contribuye significativamente a la resistencia al oxigeno, y también proveer
opcionalmente una barrera contra la penetracién del agua o la humedad en el nicleo; sin embargo, el granulo
probidtico estabilizado de la invencidon puede comprender mas capas que contribuyan al proceso de estabilidad de las
bacterias, asi como a su estabilidad durante el almacenamiento de dicho alimento y durante el suministro seguro de
las bacterias a los intestinos.

Descripcion esquematica de la composicion de acuerdo con al menos algunas realizaciones de la presente invencion

La figura 1 muestra un diagrama esquematico de una capsula de multiples capas de acuerdo con una relizacion
ilustrativa, no limitante de la invencion, para ser provista (por ejemplo) a través de los alimentos; la encapsulacién esta
disefiada para proveer bacterias probidticas con maxima estabilidad durante el almacenamiento y la vida util a
temperatura ambiente, proveyendo proteccion contra el oxigeno y la humedad durante el proceso de preparacion o
proceso de fabricacion, asi como de almacenamiento. Como se muestra, las etiquetas numeradas indican los
componentes de la composicion. La etiqueta "1" indica el nucleo, que comprende bacterias probiéticas y un sustrato
tal como estabilizador y opcionalmente también un azicar y uno o mas de otros ingredientes como se indica aqui. La
etiqueta "2" indica la primera capa adyacente al nucleo, que es la primera capa de sellado interior que comprende un
material hidréfobo, tal como una grasa solida, por ejemplo. La etiqueta "3" indica la capa intermedia adyacente a dicha
capa interior, que une la capa externa a la capa interna. La etiqueta "4" indica la capa exterior adyacente a dicha capa
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intermedia, proveyendo proteccién contra oxigeno y humedad (vapor de agua), y asi también apoyando una estabilidad
de almacenamiento y vida util mas grandes a temperatura ambiente.

La figura 2 muestra un diagrama esquematico de una capsula de multiples capas de acuerdo con otra realizacion de
la invencion. Como se muestra, las etiquetas numeradas indican los componentes de la composicién. La etiqueta "1"
indica multiples nucleos que ofrecen las bacterias probitticas y otros excipientes posibles que se pueden incluir en los
nucleos como se describe aqui. La etiqueta "2" indica una primera capa de recubrimiento de grasa, que es la capa de
recubrimiento mas interna que comprende al menos una grasa solida hidréfoba o acido graso que tiene un punto de
fusion inferior a 60°C y preferiblemente superior a 25°C, formando una matriz hidréfoba estable en la que estan
embebidos los nucleos probidticos. La etiqueta "3" indica una capa intermedia, por la cual la solucién acuosa de 0.1%
tiene una tensién superficial inferior a 60 mN/m. La etiqueta "4" indica una capa exterior, que comprende un polimero
que tiene una tasa de transmision de oxigeno de menos de 1000 cc/m?/24 hr.

La figura 3 muestra un diagrama esquematico de un angulo (8) de contacto que se forma cuando un liquido no se
propaga completamente sobre un sustrato (usualmente un sélido). Es una medida directa de interacciones que tienen
lugar entre las fases participantes. El angulo de contacto se determina trazando una tangente donde se intersecan el
liquido y el sdlido. El angulo de contacto se define geométricamente como el angulo en el lado de liquido de la linea
tangencial trazada a través de la frontera de tres fases, donde un liquido, gas y un solido se intersecan, o dos liquidos
inmiscibles y sdlido se cruzan intersecan.

Particulas que contienen probidticos

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, las bacterias probidticas en dicho nucleo interior se mezclan
con un estabilizante, opcionalmente y preferiblemente con al menos un azucar y/o al menos un oligosacarido o
polisacaridos (como agente suplementario para las bacterias), y opcionalmente, otros aditivos de calidad alimentaria
tales como agentes de relleno, aglomerantes, surfactantes, y asi sucesivamente.

Ejemplos de bacterias probiodticas incluyen, pero no se limitan a Bacillus coagulans GBI-30, 6086, Bacillus subtilis var
natt, Bifidobacterium LAFTI® B94, Bifidobacterium sp LAFTI B94, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium bifidum
rosell-71, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium breve Rosell-70, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium longum Rosell-175, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB-12 , Bifdobacterium animalis subsp. lactis HNO19, Bifidobacterium infantis 35624, Escherichia coli M-17,
Escherichia coli Nissle 1917, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus acidophilus LAFTI® L10, Lactobacillus
acidophilus LAFTI L10, Lactobacillus casei LAFTI® L26, Lactobacillus casei LAFTI L26, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus reuteri A TTC 55730 (Lactobacillus reuteri SD2112), Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus salivarius,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus fermentum, Lactococcus lactis, Lactococcus lactis subsp, Lactococcus lactis
Resell-1058, Lactobacillus paracasei St11 (or NCC2461] Lactobacillus fortis Nestlé, Lactobacillus johnsonii La1 (=
Lactobacillus LC1, Lactobacillus johnsonii NCC533) Nestlé, Lactobacillus rhamnosus Rosell-11, Lactobacillus
acidophilus Rosell-52, Streptococcus thermophilus, Diacetylactis, Saccharomyces cerevisiae, y una mezcla de las
mismas.

Azucar: De acuerdo con una realizacion preferida de la invencién, las bacterias probioticas en la composicion del
nucleo se mezclan con un azucar. El azdcar comprende preferiblemente al menos un material que es también un
agente suplementario para las bacterias probitticas. Cabe sefialar que, opcionalmente, el azicar es el agente
suplementario por si mismo. Un agente complementario tal como se utiliza aqui se refiere a un agente con una funcion
nutricional y/o de proteccion, por ejemplo.

El azdcar puede comprender opcionalmente uno o mas de los siguientes: monosacaridos tales como triosas
incluyendo cetotriosa (dihidroxiacetona) y aldotriosa (gliceraldehido), tetrosas tales como cetotetrosa (eritrulosa),
aldotetrosas (eritrosa, treosa) y cetopentosa (ribulosa, xilulosa), pentosas tales como aldopentosa (ribosa, arabinosa,
xilosa, lixosa), azucar desoxi (desoxirribosa) y cetohexosa (psicosa, fructosa, sorbosa, tagatosa), hexosas tales como
aldohexosa (alosa, altrosa, glucosa, manosa, gulosa, idosa, galactosa, talosa), azlcar desoxi (fucosa, fuculosa,
ramnosa) y heptosa tal como (sedoheptulosa), y octosa y nonosa (acido neuraminico). El sustrato puede comprender
multiples sacaridos tales como 1) disacaridos, tales como sacarosa, lactosa, maltosa, trehalosa, turanosa, y celobiosa,
2) trisacaridos, tales como rafinosa, melezitosa y maltotriosa, 3) tetrasacaridos tales como acarbosa y estaquiosa, 4)
otros oligosacaridos tales como fructooligosacaridos (FOS), galactooligosacaridos (GOS) y manano-oligosacaridos
(MOS), 5) polisacaridos tales como polisacaridos/glucano a base de glucosa que incluye almidon de glicégeno
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(amilosa, amilopectina), celulosa, dextrina, dextrano, beta-glucano (zymosan, lentinan, sizofiran), y maltodextrina,
polisacaridos/fructano a base de fructosa incluyendo inulina, levano beta 2-6, polisacaridos a base de manosa
(manano), polisacaridos a base de galactosa (galactano), y polisacaridos a base de N-acetilglucosamina incluyendo
quitina. Otros polisacaridos pueden ser incluidos, incluyendo, pero no limitados a, gomas tales como goma arabiga
(goma de acacia).

Estabilizador y antioxidante (consumidor de oxigeno): De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, las
bacterias probidticas en dicho nucleo interior se mezclan con un estabilizador que puede ser seleccionada del grupo
que consiste de edetato de dipotasio, edetato de disodio, edetato calcico de disodio, acido edético, acido fumarico,
acido malico, maltol, edetato de sodio, edetato trisédico. De acuerdo con realizaciones preferidas de la presente
invencion, el nucleo comprende ademas un antioxidante. Preferiblemente, el antioxidante se selecciona del grupo que
consiste de clorhidrato de L-cisteina, base de L-cisteina, 4,4 (2,3 dimetil tetrametilen dipirocatecol), extracto rico en
tocoferoles (vitamina E natural), a-tocoferol (vitamina E sintética), B-tocoferol, y-tocoferol, d-tocoferol, butilhidroxinona,
butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), galato de propilo, galato de octilo, galato de dodecilo,
butilhidroquinona terciaria (TBHQ), acido fumarico, acido malico, acido ascérbico (vitamina C), ascorbato de sodio,
ascorbato de calcio, ascorbato de potasio, palmitato de ascorbilo y estearato de ascorbilo. De acuerdo con algunas
realizaciones de la presente invencion, el nicleo comprende ademas tanto un estabilizador como un antioxidante. Sin
desear estar limitados por una hipotesis o teoria individual, los agentes estabilizantes y antioxidantes pueden ser
opcionalmente diferenciados. De acuerdo con una realizacién preferida, el antioxidante es clorhidrato de L-cisteina o
base de L-cisteina.

Agente de relleno y aglomerante: De acuerdo con algunas realizaciones de la presente invencion, el nicleo comprende
ademas tanto agente de relleno como aglomerante. Ejemplos de agentes de relleno incluyen, pero no se limitan a, por
ejemplo, celulosa microcristalina, un azucar, tal como lactosa, glucosa, galactosa, fructosa o sacarosa; fosfato de
dicalcio; alcoholes de azucar tales como sorbitol, manitol, mantitol, lactitol, xilitol, isomalt, eritritol, e hidrolizados de
almidon hidrogenado; almidon de maiz; y almidén de patata; y/o una mezcla de los mismos. Mas preferiblemente, el
agente de relleno es lactosa. Ejemplos de aglomerantes incluyen Povidona (PVP: polivinilpirrolidona), Copovidona
(copolimero de vinilpirrolidona y acetato de vinilo), alcohol de polivinilo, HPC de bajo peso molecular (hidroxipropil
celulosa), HPMC de bajo peso molecular (hidroxipropilmetilcelulosa), hidroximetil celulosa de bajo peso molecular
(MC), carboximetilcelulosa de sodio de bajo peso molecular, hidroxietilcelulosa de bajo peso molecular,
hidroximetilcelulosa de bajo peso molecular, acetato de celulosa, gelatina, gelatina hidrolizada, 6xido de polietileno,
acacia, dextrina, almidon, y poliacrilatos y polimetacrilatos solubles en agua, etilcelulosa de bajo peso molecular o una
mezcla de los mismos. Mas preferiblemente, el aglomerante es HPMC de bajo peso molecular. Cuando se usa una
fusién en caliente para la fabricacion de granulacion uno o mas de lo siguiente, que tiene un punto de fusioén inferior a
60°C, se puede utilizar como aglomerante: una grasa solida, acido graso, una cera o polietilenglicol (PEG). Para este
propésito primero el aglomerante se funde y luego se asperja sobre la mezcla seca de polvos que esta a una
temperatura la cual esta muy por debajo del punto de fusién del aglomerante.

Surfactante: De acuerdo con algunas realizaciones de la presente invencion, el nucleo comprende ademas un
surfactante de usar probiéticos, tales como surfactantes no ionicos. Ejemplos de surfactante no iénico incluyen, pero
no se limitan a, por ejemplo, Tween 80 (polisorbato 80, polioxietileno (20) monooleato de sorbitano), Tween 20
(polisorbato 20, polioxietileno (20) monolaurato de sorbitano), Tween 85 (trioleato de polioxietilen sorbitano), glicereth-
2-cocoato (Levenol® C-421), glicereth-6-cocoato (Levenol® F-200), glicereth-7-cocoato (Levenol® C-301), glicereth-
17-cocoato (Levenol® C-201) o una mezcla de los mismos.

Primera capa de recubrimiento: De acuerdo con una realizacién preferida de la invencion las particulas de dicha mezcla
de nucleo se recubren con una capa de recubrimiento interna que comprende una grasa solida hidréfoba o acido graso
0 una cera que tiene un punto de fusion por debajo de 50°C, formando una pelicula hidréfoba estable o matriz que
embebe el probidtico, que previene o que reduce la penetracion de agua o humedad dentro de dicho nucleo durante
los procesos de recubrimiento adicionales. Como se usa aqui el término grasa consiste de un amplio grupo de
compuestos hidréfobos que son generalmente solubles en solventes organicos y en gran medida insolubles en agua.
Quimicamente, las grasas son generalmente triésteres de glicerol y acidos grasos. Las grasas pueden ser sélidas o
liquidas a temperatura ambiente, dependiendo de su estructura y composicion. Aunque las palabras "aceites", "grasa"
y "lipidos" se usan para referirse a las grasas, "aceites" se utiliza usualmente para referirse a las grasas que son
liquidos a temperatura ambiente normal, mientras que las "grasas" se utiliza generalmente para referirse a las grasas
que son solidos a temperatura ambiente normal. "lipidos" se utiliza para referirse tanto a las grasas liquidas como
solidas, junto con otras sustancias relacionadas. La palabra "aceite" se utiliza para cualquier sustancia que no se
mezcla con agua y tiene un tacto graso, tal como el petrdleo (o aceite crudo) y el aceite de calefaccion,
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independientemente de su estructura quimica. Ejemplos de grasas de acuerdo con la presente invencion incluyen,
pero no se limitan a grasas como se describe mas arriba, acidos grasos, ésteres de acidos grasos, triésteres de acidos
grasos, sales de acidos grasos tales como aluminio, sodio, potasio y magnesio, alcoholes grasos, fosfolipidos, sélida
lipidos, ceras, y una combinacién de los mismos que tiene un punto de fusién inferior a 50°C y superiores a 25°C, de
preferencia inferior a 45°C y superiores a 30°C y lo mas preferiblemente inferior a 40°C y superiores a 35°C formando
una pelicula hidréfoba estables o matriz que incorpora la pelicula probiético o formas alrededor de las particulas de
nucleo probidticos. La grasa solida es opcionalmente y preferiblemente al menos uno de acido laurico, aceite de coco
hidrogenado, manteca de cacao y una combinacién de los mismos.

De acuerdo con otra realizacion preferida de las particulas de la invencion de dicha mezcla de nucleo se granulan
mediante dicha grasa sélida hidrofoba o acido graso usando un proceso de granulacion de fusién en caliente. En este
caso una masa fundida de dicha grasa solida hidréfoba o acido graso se utiliza para la granulacion de dichas particulas
de nucleo, por lo tanto, dicha grasa sélida hidréfoba o acido graso constituye una matriz en la que dichas particulas
de nucleo se embeben, asi dicha grasa sdlida hidréfoba o acido graso funciona tanto como aglomerante para la
granulacion y primera capa de recubrimiento de dichas particulas del ndcleo. En otras palabras, dicha fusion en
caliente de dicha grasa sdlida hidréfoba o acido graso puede constituir simultaneamente, por el proceso de granulacion
de fusién en caliente, tanto aglomerantes de nucleo, asi como la primera capa de recubrimiento interior.

Capa de recubrimiento intermedia: De acuerdo con una realizacién preferida de la invencion, las particulas de dicha
mezcla de nucleo recubierta con dicha capa de recubrimiento interior se recubre con una capa de recubrimiento
intermedia cuya solucion acuosa de 0.1% tiene una tension superficial inferior a 60 mN/m, preferiblemente inferior a
50 mN/m y mas preferiblemente inferior a 45 mN/m medida a 25°C para el ajuste de la tension superficial para
recubrimiento adicional con capa de recubrimiento exterior.

La tension superficial (ST) es una propiedad de la superficie de un liquido que le permite resistir una fuerza externa.
En otras palabras, la tension superficial es la medicion de la energia de cohesion (exceso) presente en una interfaz
gas/liquido. Las moléculas de un liquido se atraen entre si. Las interacciones de una molécula en el volumen de un
liquido se equilibran con una fuerza igualmente atractiva en todas las direcciones. Las moléculas en la superficie de
un liquido experimentan un desequilibrio de fuerzas, como se indica a continuacion. El efecto neto de esta situacion
es la presencia de energia libre en la superficie. El exceso de energia se llama energia libre superficial y puede
cuantificarse como una medicion de energia/area. También es posible describir esta situaciéon como que tiene una
tension tension lienal o de superficie, que se cuantifica como una medicién de fuerza/longitud. Las unidades comunes
para la tension superficial son dinas/cm o mN/m. Estas unidades son equivalentes.

Liquidos polares, tales como agua, tienen fuertes interacciones intermoleculares y asi altas tensiones superficiales.
Cualquier factor que disminuye la fuerza de esta interaccion reducira la tension superficial. Por lo tanto un incremento
en la temperatura de este sistema reducira la tension superficial. Cualquier contaminacion, especialmente por
surfactantes, bajara la tensiéon superficial y bajara la energia libre de la superficie. Algunos valores de tension
superficial de los liquidos y solventes comunes se muestran en la siguiente tabla, Tabla 1.

Tabla 1 — valores de tension superficial

Sustancia v (MN/m)  |y? (mN/m) ¢ (mN/m)
/Agua 72.8 51.0 21.8
Glicerol 64 30 34
Etilen glicol 48 19 29
Sulféxido de dimetilo 44 8 36
IAlcohol bencilico 39 1.4 28.6
Tolueno 28.4 2.3 26.10
Hexano 18.4 - 18.4
IAcetona 23.7 - 23.7
Cloroformo 27.15 - 27.15
Diyodometano 50.8 - 50.8
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La adhesion y la uniformidad de una pelicula también se ven influenciadas por las fuerzas que actdan entre la
formulacién de recubrimiento que esta en una forma de solucion y la superficie del nucleo de la superficie recubierta
con pelicula. Por lo tanto, las formulaciones de recubrimiento para cierta superficie del nicleo se pueden optimizar a
través de la determinacion del comportamiento de humectacion, la medida del que es el angulo de contacto o de
humectacion. Este es el angulo que se forma entre una gotita de liquido y la superficie del cuerpo solido al que se
aplica.

Cuando un liquido no se dispersa completamente sobre un sustrato (usualmente un sélido) se forma un angulo (8) de
contacto que se define geométricamente como el angulo en el lado de liquido de la linea tangencial trazada a través
de la frontera de tres fases, donde se intersecan un liquido, gas y solido, o se intersecan dos liquidos inmiscibles y
sélido.

Es una medida directa de las interacciones que tienen lugar entre las fases participantes. El angulo de contacto se
determina trazando una tangente en el contacto donde se intersecan el liquido y el sélido.

El angulo de contacto es pequefio cuando la superficie del ndcleo se humedece de manera uniforme mediante la
difusién de gotitas. Si la gotita de liquido forma un angulo definido, el tamario del angulo de contacto se describe por
la ecuacion de Young-Dupre;

Ysc™ YsL= YLG-C0sO

6 = angulo de contacto

Ysc = tension superficial del cuerpo solido

yLe= tension superficial del liquido

yst = tension interfacial entre el liquido y el cuerpo sélido (no se puede medir directamente)

Con la ayuda de esta ecuacion es posible estimar la tension superficial de un cuerpo sdélido mediante la medicion de
los angulos de contacto relevantes. Si uno los midié con el liquido de la variacion de la tension superficial y represento
sus cosenos como una funcion de la tension superficial de los liquidos, el resultado es una linea recta. El valor de la
abscisa de la interseccién de la linea recta con cos8 = 1 se denomina como la tensién superficial critica de humectacion
yc. Un liquido con una tension superficial menor que yc, humedece el solido en cuestion.

El angulo de humectacion o de contacto se puede medir con facilidad por medio de gonidmetros telescopicos (por
ejemplo LUW humectabilidad Tester por AB Lorentzenu. Wettre, S-10028 Estocolmo 49). En muchos casos, la
cantidad yc no es suficiente para caracterizar superficies de polimero, ya que depende entre otros factores en el
caracter polar de los liquidos de prueba. Este método, sin embargo, puede ser mejorado dividiendo y en parte y¢ no
polar (causada por las fuerzas de dispersion) y una parte yP polar (causada por interacciones dipolares y enlaces de
hidrégeno).

="+

Ys =% + ¥

yL= tensioén superficial del liquido de prueba
ys= tensién superficial del cuerpo sélido

ysP v ys® pueden ser determinados por medio de la siguiente ecuacion:
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1+ (cos8/2)( 1 /v1®) = V¥s® + V¥ . V(1) 1

Si 1+ (cos8/2)(y/VyLY) se representa frente a V(yL-yL9)/y.%, se obtienen lineas rectas, desde las pendientes e intercepta
las ordenadas de las cuales ysP y ys® puede determinarse asi ys calculada.

Yc Y Vs son aproximadamente, pero no exactamente, lo mismo. Dado que la medicidon también se ve influenciada por
las irregularidades de las superficies de polimero, no se puede obtener verdadero angulo 6 de contacto sino mas bien
la cantidad 6'. Ambas cantidades estan vinculadas por la relacion;

Factor de rugosidad r = cos8’/ cosb

Cuanto menor es la tensién superficial de la formulacion de recubrimiento frente a la de la superficie del ndcleo, mejor
se dispersaran las gotitas en la superficie. Si se utilizan formulaciones con solventes organicos, las cuales mojan la
superficie muy bien, el angulo de contacto sera cercano a cero. Las tensiones superficiales de tales formulaciones son
entonces de 20 a 30 mN/m. La dispersion de recubrimiento acuosa de un poco de polimero como el tipo EUDRAGIT
L 30 D muestra baja tension superficial en el rango de 40 a 45 mN/m.

Las mediciones del angulo de contacto pueden proveer opcionalmente la siguiente informacién, que puede ser Uutil
para seleccionar los materiales de recubrimiento de acuerdo con al menos algunas realizaciones de la presente
invencion (sin querer limitarse por una lista cerrada):

1. Los angulos de contacto mas pequefios dan recubrimientos de pelicula mas suaves

2. El angulo de contacto se hace mas pequefio a medida que disminuye la porosidad y la concentracion de formador
de pelicula.

3. Los solventes con alto punto de ebullicion y alta constante dieléctrica reducen el angulo de contacto.
4. Cuanto mayor es la tension superficial critica de nucleo, mejor sera la adhesion de la pelicula al ndcleo.
5. Cuanto menor es el angulo de contacto, mejor es la adhesion de la pelicula al nucleo.

La tension superficial critica de dicho nucleo o granulos recubiertos con una grasa solida hidréfobo es esencialmente
muy baja. Por lo tanto para proveer un mejor dispersion y asi mejor adhesion de la pelicula de capa de recubrimiento
exterior al ndcleo, de acuerdo con al menos algunas realizaciones es deseable reducir la energia libre superficial en
la interfase entre la superficie de los nucleo/granulos recubiertos con grasa y la solucion del polimero de la capa de
recubrimiento exterior.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, las particulas de dicha mezcla de nucleo recubierto
con dicha grasa solida hidréfoba (capa de recubrimiento interior) estan recubiertas con una capa de recubrimiento
intermedia cuya solucion acuosa de 0.1% tiene una tension superficial inferior a 60 mN/m, preferiblemente inferior a
50 mN/m y mas preferiblemente inferior a 45 mN/m medida a 25°C para reducir la energia libre superficial en la
interfase entre la superficie del nucleo/granulos recubiertos con grasa y la solucion del polimero de la capa de
recubrimiento exterior.

La siguiente tabla, Tabla 2, muestra, por ejemplo, la tension superficial de la solucion de algunos polimeros solubles
en agua. La tension superficial se midié a 25°C, solucion acuosa de 0.1% de los polimeros.

Tabla 2 - valores de tension superficial de polimeros seleccionados

Polimero Tension superficial mMN/m
Carboximetilcelulosa de sodio (Na-CMC) 71.0

Hidroxietil celulosa (HEC) 66.8

Hidroxipropil celulosa (HPC) 43.6

Hidroxipropil metil celulosa (HPMC) 46-51

11
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Hidroximetil celulosa (HMC) 50-55

Ejemplos no limitantes de polimeros que pueden ser usados como capa de recubrimiento intermedia incluyen
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropiletilcelulosa (HPEC), hidroxipropilcelulosa (HPC),
hidroxipropiletilcelulosa (HPEC), hidroximetilpropilcelulosa (HPMC), etilhidroxietilcelulosa (EHEC) (Ethulose),
hidroxietilmetilcelulosa (HEMC), hidroximetiletilcelulosa (HMEC), propilhidroxietilcelulosa (PHEC),
metilhidroxietilcelulosa (MHEC), hidroxietilcelulosa modificada hidréfobamente (NEXTON),
carboximetilhidroxietilcelulosa (CMHEC), metilcelulosa, etilcelulosa, copolimeros de acetato de vinilo solubles en agua,
gomas, polisacaridos tales como acido alginico y alginatos tales como alginato de amonio, alginato de sodio, alginato
de potasio, polimeros sensibles al pH por ejemplo, polimeros entéricos incluyendo derivados de ftalato tales como
ftalato acido de carbohidratos, acetato ftalato de amilosa, acetato ftalato de celulosa (CAP), otros ftalatos de éster de
celulosa, ftalatos de éter de celulosa, ftalato de hidroxipropilcelulosa (HPCP), ftalato de hidroxipropiletilcelulosa
(HPECP), ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCP), acetato succinato de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCAS),
ftalato de metilcelulosa (MCP), acetato ftalato de polivinilo (PVAcP), hidrégeno ftalato de acetato de polivinilo, CAP de
sodio, ftalato acido de almidon, acetato de celulosa trimelitato (CAT), copolimero de estireno-acido maleico/ftalato de
dibutilo, copolimero de estireno-acido maleico/ ftalato de polivinilacetato, copolimeros de estireno y acido maleico,
derivados del acido poliacrilico tales como acido acrilico y copolimeros de éster acrilico, acido polimetacrilico y sus
ésteres, copolimeros de acido poliacrilico y metacrilico, shellac, y acetato de vinilo y copolimeros de acido croténico.
Polimeros sensibles al pH preferidos incluyen shellac, derivados de ftalato, CAT, HPMCAS, derivados del acido
poliacrilico, particularmente copolimeros que comprenden acido acrilico y al menos un éster de acido acrilico,
EudragitTM S (poli(acido metacrilico, metacrilato de metilo)1:2); Eudragit L100TM (poli(acido metacrilico, metacrilato
de metilo)1:1); Eudragit L30DTM, (poli(acido metacrilico, acrilato de etilo)1:1); y (Eudragit L100-55) (poli(acido
metacrilico, acrilato de etilo) 1:1) (EudragitTM L es un polimero anidnico sintetizado a partir de acido metacrilico y metil
éster del acido metacrilico), polimetil metacrilato mezclado con acido acrilico y copolimeros de éster acrilico, acido
alginico y alginatos tales como alginato de amonio, o alginato de sodio, potasio, magnesio o de calcio, copolimeros de
acetato de vinilo, acetato de polivinilo 30D (30% de dispersion en agua), un poli(dimetilaminoetilacrilato), que es un
éster metacrilico neutro disponible de Rohm Pharma (Degusa) bajo el nombre de "Eudragit E™, un copolimero de
metilmetacrilato y etilacrilato con una pequefia porcion de cloruro de trimetilamonioetil metacrilato (Eudragit RL,
Eudragit RS), un copolimero de metilmetacrilato y etilacrilato (Eudragit NE 30D), zeina, shellac, gomas, polisacaridos
y 0 la combinacién de los mismos.

Capa exterior

De acuerdo con al menos algunas realizaciones de la presente invencion, la composicion comprende ademas una
capa de recubrimiento exterior que comprende un polimero que tiene una tasa de transmision de oxigeno que tiene
menos de 1000 cc/m?/24 horas, preferiblemente de menos de 500 cc/m?/24 horas y lo mas preferiblemente menos de
100 cc/m?/24 horas medidos en condiciones de prueba estandar, esto es, 73°F (23°C) y 0% de humedad relativa, y
una tasa de transmision de vapor de agua de menos de 400g/m?/dia, preferiblemente menos de 350 g/m?/dia y lo mas
preferiblemente menos de 300 g/m?/dia recubre dichas particulas recubiertas selladas al agua que tienen una
superficie ajustada para reducir o prevenir la transmision de oxigeno y humedad en el ndcleo obteniendo de este modo
una particula de capas multiples que contiene probidticos que demuestran una estabilidad mejorada tanto contra la
humedad, asi como contra el oxigeno. Diversos ejemplos adecuados de tales polimeros se describen a continuacion.

Permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas

La permeabilidad al vapor de agua es una de las propiedades mas importantes de dichas peliculas de recubrimiento
de capa exterior, principalmente a causa de la importancia del papel del agua en reacciones de deterioro.

El agua actua como un solvente o portador y causa la degradacion de la textura, reacciones quimicas enzimaticas, y
por lo tanto es destructivo de los probidticos. También la actividad de agua de los alimentos es un parametro importante
en relacion con la vida util de los alimentos y los probiéticos que contiene los alimentos. En los alimentos de baja
humedad y los probidticos, los bajos niveles de actividad de agua deben mantenerse para minimizar las reacciones
enzimaticas y quimicas deteriorantes y para evitar la degradacion de la textura. La composicion de los materiales
formadores de pelicula (de caracter hidrofilico e hidréfobo), la temperatura y la humedad relativa del medio ambiente
afecta a la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas.
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Cuando se considera una barrera adecuada en los probiéticos que contienen los alimentos, las propiedades de barrera
de las peliculas son parametros importantes.

Peliculas y recubrimientos de polisacaridos son generalmente buenas barreras contra el oxigeno y el diéxido de
carbono y tienen buenas propiedades mecanicas pero su propiedad de barrera contra el vapor de agua es pobre
debido a su caracter hidrofilico.

Para afiadir un componente hidréfobo adicional, por ejemplo, un lipido (ceras, acidos grasos) en la pelicula y producir
una pelicula de material compuesto es una forma de lograr una mejor barrera contra el vapor de agua. Aqui el
componente lipidico sirve como barrera contra el vapor de agua. Mediante la adicion de los lipidos, la hidrofobicidad
de la pelicula aumenta y como resultado de este caso se incrementa la propiedad de barrera de la pelicula al vapor
de agua.

La permeabilidad al vapor de agua de una pelicula es una constante que debe ser independiente de la fuerza de
conduccion en la transmision de vapor de agua. Cuando una pelicula esta bajo diferentes gradientes de presion de
vapor de agua (a la misma temperatura), el flujo de vapor de agua a través de la pelicula difiere, pero su permeabilidad
calculada debe ser la misma. Este comportamiento no sucede con las peliculas hidrofilicas, donde las moléculas de
agua interactdan con grupos polares en la estructura de pelicula que causa la plastificacion o hinchazon.

Otra suposicion inherente al calculo de la permeabilidad es su independencia del espesor de la pelicula. Este supuesto
no es cierto para peliculas hidrofilicas. Debido a que la permeabilidad al vapor de agua determinada
experimentalmente de la mayoria de peliculas aplicadas solamente a los gradientes especificos de vapor de agua
usados durante las pruebas y para el espesor especifico de las muestras analizadas, se ha propuesto el uso de los
términos "Permeabilidad Efectiva" o "Permeabilidad Aparente".

El mecanismo de transporte de la humedad a través de un compuesto depende de las condiciones ambientales y
materiales. La permeabilidad tiene dos caracteristicas diferentes en el caso de los materiales compuestos. Primero;
en las membranas no porosas, la permeacion se puede producir por la solucidn y la difusion; y la otra; la permeacion
simultanea a través de los poros abiertos es posible en la membrana porosa.

Hay diversos métodos de medicion de la permeabilidad. Las mediciones de pérdida de peso son de importancia para
determinar las caracteristicas de permeabilidad. La permeabilidad al vapor de agua se determina usualmente por
ponderacion directa, ya que, a pesar de sus problemas inherentes, principalmente relacionadas con las propiedades
del agua tales como alta solubilidad y la formacién de agrupaciones dentro del polimero y la tendencia a plastificar la
matriz de polimero, es un método simple y relativamente fiable. La principal desventaja de este método reside en su
debilidad para proveer informacioén para un perfil cinético, cuando se requiere tal respuesta.

Otro método de medicién esta basado en el estandar descrito en ASTM E96-80 (Procedimiento de método de prueba
estandar para la permeabilidad al vapor de agua). De acuerdo con este método la permeabilidad al vapor de agua se
determina gravimétricamente y, en general, los procedimientos aplicados son casi los mismos en muchos documentos
de investigacion que se relacionan con este propdsito. En este procedimiento, en primer lugar, la pelicula de prueba
se sella a una celda de permeacion de vidrio que contiene cloruro de calcio anhidro (CaCl,) o gel de silica (presion
relativa de vapor; RVP = 0) y luego la celda se coloca en los desecadores mantenidos a una humedad relativa
especifica y temperatura (en general, 300C, 22% de humedad relativa) con nitrato de magnesio o acetato de potasio.
Las celdas de permeacion se pesan continuamente y se registran, y el vapor de agua que se transfiere a través de la
pelicula y absorbido por el desecante se determinan midiendo el aumento de peso. Los cambios en el peso de la celda
se representaron graficamente como una funcion del tiempo. Cuando la relacién entre la ganancia de peso ((Aw) y el
tiempo (At) es lineal, la pendiente de la grafica se utiliza para calcular la tasa de transmision de vapor de agua (WVTR)
y permeabilidad al vapor de agua (WVP). La pendiente se calcula por regresion lineal y el coeficiente de correlacion
(r2 >>0.99).

La WVTR se calcula a partir de la pendiente (Aw/At)) de la linea recta dividida por el area de prueba (A), (g s-1 m-)
WVTR = Aw / (At. A) (g.m-2.5-1)

donde Aw/At = tasa de transferencia, cantidad de pérdida de humedad por unidad de tiempo (g.s-1);
A= area expuesta a la transferencia de humedad (m2)
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La WVP (kg Pa-1 s-1 m-1) se calcula como;

WVP=[WVTR / S (R1-R2)].d

donde S = presion de vapor de saturacion (Pa) de agua a temperatura de prueba, R1 = RVP (presién de vapor relativa)
en el desecador, R2 = RVP en la celda de permeacion, y d = espesor de la pelicula (m). Al menos tres réplicas de
cada pelicula deben ser probada para WVP y todas las peliculas deben equilibrarse con HR especifica antes de la
determinacioén de la permeabilidad.

La permeabilidad al vapor de agua también puede calcularse a partir de la WVTR de la siguiente manera;
P=WVTR. L/Ap (g/m~2.5.Pa)

L = grosor de la pelicula (m); Ap = gradiente de presion de vapor de agua entre los dos lados de la pelicula (Pa); P =
permeabilidad de la pelicula (g.m-2.s-1Pa-1).

La tasa de permeacion se expresa generalmente por la permeabilidad (P) en lugar de por un coeficiente de difusion
(D) y la solubilidad (S) del penetrante en la pelicula. Cuando no hay interaccion entre el vapor de agua y la pelicula,
estas leyes pueden aplicar para materiales homogéneos. Entonces, la permeabilidad sigue una solucién - modelo de
difusién como;

P=D.S

donde D es el coeficiente de difusion y la S es la pendiente de la isoterma de sorcién y es constante para la isoterma
de sorcion lineal. El coeficiente de difusion describe el movimiento de la molécula permeante a través de un polimero,
y asi representa una propiedad cinética del sistema polimero-permeante.

Como resultado de las caracteristicas hidrofilicas de las peliculas de polisacaridos, la permeabilidad al vapor de agua
de las peliculas esta relacionada con su espesor. Los valores de permeabilidad aumentan con el aumento del espesor
de las peliculas.

El espesor de las peliculas y el peso molecular (MW) de la pelicula de formacion de polimeros también pueden afectar
tanto la permeabilidad al vapor de agua (WVP) y la permeabilidad al oxigeno (OP) de las peliculas.

Determinacion de transmision de oxigeno (OTR)

la tasa de transmision de oxigeno es la tasa de estado estacionario en el que permea gas oxigeno a través de una
pelicula en condiciones especificadas de temperatura y humedad relativa. Los valores se expresan en cc/100 pulg2/24
horas en unidades estandar de EE.UU. y cc/m?/24 horas en unidades métricas (o SI).

Para establecer la funciéon de proteccién que el recubrimiento realiza en el nucleo, se mide su permeabilidad a los
gases. De acuerdo con al menos algunas realizaciones de la presente invencion, el gas mas critico para mejorar la
estabilidad de las bacterias probitdticas es oxigeno. Es bien conocido que las bacterias probidticas son
microorganismos anaerobicos donde su vitalidad puede ser reducida significativamente tras la exposicion al oxigeno.
Por lo tanto, para proveer estabilidad a largo plazo y recibir una vida util mas larga para las bacterias probidticas la
capa exterior preferiblemente provee una importante barrera al oxigeno.

La permeabilidad a los gases, q, (ml/m”2.dia.atm) (DIN 53380) se define como el volumen de un gas convertido a 0
°Cy 760 torr que permea 1 m*2 de la pelicula que se va a probar ensayar dentro de un dia a una temperatura especifica
y gradiente de presion. Por lo tanto, se calcula de acuerdo con la siguiente formula;

g = {To.Pu/[Po .T.A (Pp-Py)]}.24. Q.(Ax/At).10M4

Po = presiéon normal en atm

14



10

15

20

25

30

ES 2597038 T3

To = temperatura normal en K

T = temperatura experimental en K

A = area de la muestra en m”2

T = intervalo de tiempo en horas entre dos mediciones

Pb = presién atmosférica en atm

Pu = presion en la camara de prueba entre la muestra y la columna de mercurio
Q = seccion transversal de los capilares en cm

Ax/At = tasa de caida de la columna de mercurio en cm/hr

La siguiente tabla, Tabla 3, muestra OTR y WVTR de algunos polimeros solubles en agua, por ejemplo.

Polimero  formador deTasa de transmisién deTasa de transmisién del vapor de
pelicula oxigeno, Cm”3/m2/atm O2agua, g/m2/dia
HPC, Klucel EF Media Baja
776 126
CMC, Aqualon o Blanose 7LBaja Baja
18 228
HEC, Natrosol 250L Baja Media
33 360
HPMC 5cps Alta Alta
3180 420

Ejemplos no limitantes de polimero de recubrimiento de capa externa adecuados incluyen, polimeros hidrofilicos
solubles en agua, tales como, por ejemplo, alcohol de polivinilo (PVA), povidona (PVP: polivinilpirrolidona), copovidona
(copolimero de vinilpirrolidona y acetato de vinilo), Kollicoat Protect (BASF), que es una mezcla de Kollicoat IR (un
copolimero de injerto alcohol de polivinilo (PVA) -polietilenglicol (PEG)) y alcohol polivinilico (PVA), Opadry AMB
(Colorcon), que es una mezcla a base de PVA, Aquarius MG que es un polimero basado en celulosa que contiene
cera natural, lecitina, goma de xantano y talco, HPC de bajo peso molecular (hidroxipropil celulosa), HEC de bajo peso
molecular (hidroxietilcelulosa), carboxi metil celulosa de bajo peso molecular tales como 7LF o 7L2P, o una mezcla de
los mismos. En algunos casos, la mezcla de polimeros solubles en agua con agentes insolubles, tales como ceras,
grasas, acidos grados, y etc., pueden ser de beneficio.

Mas preferiblemente, los polimeros de recubrimiento exteriores son carboxi metil celulosa tales como 7LF o 7L2P,
hidroxietil celulosa de bajo peso molecular (HEC) y HPC de bajo peso molecular (hidroxipropil celulosa)

Capa de recubrimiento exterior

De acuerdo con al menos algunas realizaciones de la presente invencion, la composicién comprende una capa de
recubrimiento exterior que comprende un polimero que tiene una tasa de transmision de vapor de agua de menos de
400 g/m?/dia, preferiblemente menos de 300 g/m?/dia y mas preferiblemente menos de 200 g/m?dia, que recubre
dichas particulas recubiertas selladas al oxigeno y la humedad para ademas reducir o prevenir la transmision de la
humedad en el nicleo obteniendo de este modo una particula de capas multiples que contiene probiéticos que
demuestran una estabilidad mejorada contra la humedad también.

Ejemplos no limitantes de polimeros que son adecuados para la capa de recubrimiento exterior incluyen, polimeros
hidrofilicos solubles en agua, tales como, no limitantes, por ejemplo, alcohol de polivinilo (PVA), povidona (PVP:
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polivinilpirrolidona), copovidona (copolimero de vinilpirrolidona y de vinilo acetato), Kollicoat Protect (BASF), que es
una mezcla de Kollicoat IR (un copolimero de injerto de alcohol de polivinilo (PVA)-polietilenglicol (PEG)) y alcohol
polivinilico (PVA), Opadry AMB (Colorcon), que es una mezcla basada en PVA , Aquarius MG que es un polimero
basado en celulosa que contiene cera natural, lecitina, goma de xantano y talco, HPC de bajo peso molecular
(hidroxipropil celulosa), carboxi metil celulosa de bajo peso molecular tales como 7LF o 7L2P, o una mezcla de los
mismos. En algunos casos una mezcla de polimeros solubles en agua con agentes insolubles, tales como ceras,
grasas, acidos grasos, y asi sucesivamente, puede ser de beneficio.

Mas preferiblemente, los polimeros de recubrimiento exterior son alcohol de polivinilo, Kollicoat Protect (BASF), que
es una mezcla de Kollicoat IR (un copolimero de injerto de alcohol de polivinilo (PVA)-polietilenglicol (PEG)) y alcohol
polivinilico (PVA), Opadry AMB (Colorcon) que es una mezcla a base de PVA, HPC de bajo peso molecular
(hidroxipropil celulosa) y Aquarius MG que es un polimero basado en celulosa que contiene cera natural. Estos
polimeros proveen propiedades de barrera superiores frente a la penetracion del vapor de agua/humedad en el
material de nucleo.

Capa de recubrimiento entérico

De acuerdo con realizaciones preferidas de la presente invenciéon, las particulas de nucleo estan ademas
opcionalmente recubiertas por un polimero entérico que puede ademas proveer proteccién contra las condiciones
destructivas presentes en el tracto gastrointestinal, por ejemplo.

Ejemplos no limitantes de polimeros entéricos adecuados incluyen polimeros sensibles al pH, ftalato acido de
carbohidratos, acetato ftalato de amilosa, ftalato acetato de celulosa (CAP), otros ftalatos de éster de celulosa, ftalatos
de éter de celulosa, ftalato de hidroxipropilcelulosa (HPCP), ftalato de hidroxipropiletilcelulosa (HPECP), ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCP), acetato succinato de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCAS), ftalato de
metilcelulosa (MCP), ftalato acetato de polivinilo (PVAcP), hidrégeo ftalato de polivinilacetato, CAP de sodio, ftalato
acido de almidén, acetato trimelitato de celulosa (CAT), copolimeros de estireno-acido maleico/ftalato de dibuitilo,
copolimero de estireno-acido maleicof/ftalato de dibutilo, derivados del acido poliacrilico tales como acido acrilico y
copolimeros de éster acrilico, acido polimetacrilico y ésteres de los mismos, copolimeros de acido poliacrilico y
metacrilico, derivados del acido poliacrilico tales como particularmente copolimeros que comprenden acido acrilico y
al menos un éster de acido acrilico, Eudragit STM (poli (acido metacrilico, metacrilato de metilo) 1:2); Eudragit LTM
que es un polimero aniénico sintetizado a partir de acido metacrilico y metil éster del acido metacrilico), Eudragit
L100TM (poli(acido metacrilico, metacrilato de metilo) 1:1); Eudragit L30DTM, (poli(acido metacrilico, acrilato de
etilo)1:1); y Eudragit L100-55TM (poli(acido metacrilico, acrilato de etilo) 1:1), polimetil metacrilato mezclado con acido
acrilico y copolimeros de éster acrilico, acido alginico y alginatos tales como alginato de amonio, de sodio, de potasio,
de magnesio o alginato de calcio.

Proceso para la preparacion de una composicion probidtica estabilizada de acuerdo con al menos algunas
realizaciones de la presente invencion

La presente invencion provee un proceso para la preparacion de bacterias probidticas resistentes al calor, oxigeno y
humedad un producto alimenticio. En una realizacién de la invencién, dichas particulas probiéticas estabilizadas se
afiaden a un producto alimenticio, tal como por ejemplo, cremas, productos de panaderia, cremas o de material de
relleno de galletas, chocolates, salsas, queso, mayonesa y asi sucesivamente.

En una realizacion preferida, el proceso preferido de la invencidon comprende la preparacién de una composicion de
nucleo en forma de materia en particulas soélidas que contiene bacterias probioticas, seguido por capas de diversas
capas de recubrimiento en la composicion del nicleo de particulas. La composiciéon del nucleo puede ser
opcionalmente preparado por cualquier método adecuado para la preparacion de materia de particulas, incluyendo,
pero no limitado a, mezcla seca, granulacion en humedo, granulacion en seco o fusion en caliente (opcionalmente en
la forma de un proceso de granulacion).

La composicién del nucleo, preparada de acuerdo con uno de los procesos anteriores, contiene al menos las bacterias
probidticas y un estabilizador, en donde la cantidad total de los probidticos en la mezcla es de aproximadamente 10%
a aproximadamente 90% en peso de la composicién del nicleo.

El estabilizador puede comprender opcionalmente cualquier tipo de consumidor de oxigeno, incluyendo, pero no
limitado a, los que contienen base o clorhidrato de L-cisteina, de los cuales otros ejemplos se listan aqui.
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La composicion del ntcleo también puede comprender opcionalmente al menos un compuesto de azucar incluyendo,
pero no limitado a, maltodextrina, trehalosa, lactosa, galactosa, sacarosa, fructosa y similares, de los cuales se
proveen otros ejemplos aqui. Los disacaridos, tales como sacarosa y trehalosa, son atractivos como agentes
protectores dentro del nucleo debido a que son en realidad las plantas de ayuda y células microbianas para
permanecer en un estado de animacion suspendida durante periodos de sequia. Se ha demostrado que la trehalosa
es un protector efectivo para una variedad de materiales bioldgicos, secados tanto por aire ambiente como secados
por congelacion.

La composicién del nucleo también puede comprender opcionalmente uno o mas de otros ingredientes de calidad
alimentaria, incluyendo, pero no limitado a un agente de relleno, un agente surfactante y aglomerante, de los cuales
varios ejemplos no limitantes se proveen aqui.

Estos diversos ingredientes se pueden afadir opcionalmente de forma secuencial durante el proceso de preparacion
del nucleo o, alternativamente, se pueden afadir opcionalmente juntos en cualquier combinacion adecuada.

Una vez se ha formado la composicién del nlcleo, se recubre con una capa de recubrimiento mas interna, en capas
en dicha composiciéon de nucleo, que comprende al menos una grasa sélida hidréfoba o acido graso que tiene un
punto de fusién inferior a 60°C.

La capa de recubrimiento mas interna puede comprender opcionalmente al menos una grasa soélida hidréfoba o acido
graso o que tiene un punto de fusion inferior a 50°C y preferiblemente superior a 25°C. El punto de fusion es
opcionalmente de preferencia inferior a 45°C y superior a 30°C, y es opcionalmente y mas preferiblemente inferior a
40°C y superior a 35°C. La capa de recubrimiento mas interna puede formar opcionalmente una matriz hidréfoba
estable que embebe la composicion de nucleo interior y/o forma una pelicula alrededor de la composicion del nucleo
probidtico.

A continuacién, la capa de recubrimiento intermedia esta en capas sobre la capa de recubrimiento mas interna. Como
se ha descrito previamente con respecto a la capa de recubrimiento intermedia, cuando esta presente en una solucion
acuosa en la cantidad de 0.1% peso/peso sobre el peso de la solucidn, el material de la capa de recubrimiento tiene
una tensién superficial inferior a 60 mN/m, cuando se mide a 25°C. La capa de recubrimiento intermedio, que cuando
esta presente en una solucion acuosa en la cantidad de 0.1% peso/peso sobre el peso de la solucién, opcionalmente
tiene una tension superficial inferior a 50 mN/m y preferiblemente menor de 45 mN/m cuando se mide a 25°C. La capa
de recubrimiento intermedia comprende opcionalmente al menos un plastificante seleccionado del grupo que consiste
de polietilenglicol (PEG), citrato de trietilo y triacetina.

A continuacién, una capa de recubrimiento exterior esta en capas sobre la capa de recubrimiento intermedia. La capa
de recubrimiento exterior comprende opcionalmente, un polimero que tiene una tasa de transmision de oxigeno de
menos de 1000 cc/m? /24 horas, preferiblemente de menos de 500 cc/m?/24 horas y lo mas preferiblemente menos de
100 cc/m?/24 horas medida en condiciones de prueba estandar (que puede ser por ejemplo 73°F (23°C) y 0% de
humedad relativa). El polimero también tiene opcionalmente una tasa de transmisién de vapor de agua de menos de
400 g/m?/dia, preferiblemente menos de 350 g/m?/dia y mas preferiblemente menos de 300 g/m?/dia. La capa de
recubrimiento intermedia actia como un aglomerante o "pegamento” para unir la capa de recubrimiento exterior a la
capa de recubrimiento mas interna.

La composicion ademas puede comprender opcionalmente una capa adicional de recubrimiento de barrera a la
humedad, en capas en la capa de recubrimiento exterior, para prevenir la penetracién adicional de humedad. Si esta
presente, esta capa adicional de recubrimiento de barrera a la humedad esta en capas sobre la capa de recubrimiento
exterior.

La composicion puede comprender ademas opcionalmente un polimero entérico, en capas sobre la capa de
recubrimiento de barrera ala humedad, que puede proveer ademas proteccion contra tales caracteristicas destructivas
del tracto gastrointestinal como valores bajos de pH y enzimas proteoliticas. El polimero entérico comprende
opcionalmente al menos un plastificante seleccionado del grupo que consiste de polietilenglicol (PEG), citrato de trietilo
y triacetina.

Cabe sefialar que por "formacién de capas" se quiere decir cualquier proceso adecuado para la adicién de la capa de
recubrimiento a la composicion que incluye pero no se limita a pulverizacion, inmersion, aspersion y similares. Después
de la adicién de las capas a la composicion del nucleo, las particulas se forman con tres, cuatro o mas capas de
recubrimiento.
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Opcionalmente, la siguiente combinacién de ingredientes se puede aplicar como un ejemplo no limitante: el al menos
un azucar puede comprender, lactosa, galactosa o una mezcla de los mismos, dicho al menos un oligosacarido o
polisacaridos pueden comprender, galactano, maltodextrina, y trehalosa, dicho estabilizador comprende base de L-
cisteina, dicho surfactante comprende tween 80 (polisorbato 80, polioxietileno (20) monooleato de sorbitano), dicho
agente de relleno comprende lactosa DC y/o celulosa microcristalina, dicho aglomerante comprende
hidroxipropilmetilcelulosas, dicha grasa solida hidréfoba o acido graso comprende acido laurico y/o manteca de cacao,
dicha capa de recubrimiento interior puede comprender acido laurico y/o manteca de cacao, dicho polimero de capa
de recubrimiento intermedio puede comprender acido alginico o alginato de sodio, dicha capa de recubrimiento exterior
comprende carboximetilcelulosa (CMC) 7LFPH y/o carboximetilcelulosa (CMC) 7L2P, dicho plastificante es
polietilenglicol (PEG) 400 y/o triacetina y dicha capa de recubrimiento exterior comprende hidroxipropil celulosa.

De acuerdo con ofra realizacién no limitante de la presente invencion, se provee otro proceso de fabricacion de
bacterias probiéticas en una composicién estabilizada de la siguiente manera. En primer lugar, el material del nucleo
se prepara como una mezcla, con bacterias probidticas, un estabilizador, al menos un azdcar y al menos un
oligosacarido, y opcionalmente otros aditivos de calidad alimentaria tales como agentes de relleno, surfactantes,
aglomerantes, antioxidantes, y etc., obteniendo de esta manera una mezcla de nucleo.

La mezcla de nucleo es entonces granulada en himedo usando una solucién de aglomerante en agua purificada o
agua purificada bajo bien sea aire 0 ambiente de nitrégeno; alternativamente, la mezcla de nucleo se prepara usando
una granulacion de fusion en caliente mediante el uso de la masa fundida de una grasa sélida hidréfoba o acido graso
que tiene un punto de fusion por debajo de 50°C. En cualquier caso, el proceso de granulacion da como resultado
particulas de nucleo granuladas.

Las particulas de dicha composicién de nucleo se recubren con una capa de recubrimiento interna que comprende
una grasa solida hidréfoba o acido graso para prevenir o reducir la penetracion de agua o humedad en dicho nucleo,
obteniendo de esta manera particulas recubiertas selladas al agua.

Las particulas recubiertas selladas al agua se recubren con una capa de recubrimiento intermedia para ajustar la
tension superficial obteniendo de ese modo particulas recubiertas selladas al agua que tienen una tension superficial
ajustada.

Las particulas recubiertas selladas al agua que tiene una tension superficial ajustada se recubren con una capa de
recubrimiento exterior para reducir la transmision de oxigeno y humedad en el nucleo obteniendo particulas recubiertas
selladas al oxigeno y a la humedad.

Las particulas recubiertas selladas al oxigeno y la humedad se recubren con una capa de recubrimiento exterior para
reducir la transmisiéon de humedad en el nucleo, obteniendo de este modo una particula de capas multiples que
contiene probioticos que muestran una estabilidad superior contra el oxigeno y la humedad, y por lo tanto tienen una
mayor viabilidad y vitalidad.

La granulacién como se describe aqui puede realizarse opcionalmente con la tecnologia de lecho fluidizado tal como
Glatt o Glatt turbo jet, o un recubridor/granulador de Innojet o un recubridor/granulador Huttlin o un Granulex.

En cualquier caso, la composicion probiética resultante de acuerdo con los procesos anteriores opcionalmente se
puede introducir en un producto alimenticio que también puede someterse a una etapa de calentamiento durante su
proceso de preparacion. Alternativamente, la composicién probidtica resultante anterior se puede afadir a un producto
alimenticio que no puede someterse a una etapa de calentamiento durante su proceso de preparacion.

Ejemplo 1 - Preparacion y prueba de una formulacion de ejemplo

La preparacion de una formulacion ilustrativa de ejemplo, descrita aqui como Férmula |, se realizé6 como se describe
a continuacion. Las pruebas realizadas en la Férmula | también se describen a continuacion.

Para la preparacion de la Férmula |, trehalosa dihidrato 160 g, Maltodextrina DE15 314 g, Monohidrato de L-cisteina-
HCI 6 g y bacterias BB12 (Bifidobacteria-BB12) 120 g se cargaron en la maquina de Innojet ventilus para recibir una
mezcla seca. Se fundio acido laurico 270 g a 50°C utilizando una placa de calentamiento mientras se agitaba. Luego
de fusion en caliente de acido laurico se asperjo sobre la mezcla seca anterior bajo una atmaésfera inerte con nitrogeno.
Las temperaturas de la cabeza de la bomba, liquido y presién de aspersion se fijaron en 60°C. Por lo tanto, se formaron
particulas de nucleo, con base en un proceso de granulacion de fusién en caliente.
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A continuacion, las diversas capas se recubrieron sobre las particulas del nucleo de la siguiente manera. Para la
primera capa (mas interna), se fundié acido laurico 315 g a 50°C utilizando una placa de calentamiento mientras se
agitaba. Luego de fusion en caliente de acido laurico se asperjo sobre los granulos anteriores bajo una atmdsfera
inerte usando nitrégeno y tales parametros de aspersion para obtener un recubrimiento de pelicula como una primera
capa de sellado. Luego se asperjo solucion de Na- alginato (25.2 g) (2% p/p en agua purificada) sobre los granulos
resultantes anteriores (400 g) para obtener granulos recubiertos de Na-alginato. 320 g de los granulos recubiertos de
Na-alginato resultantes anteriores se recargaron en la maquina Innojet ventilus y una porcion adicional de solucion de
Na-alginato (58.97 g) (2% p/p en agua purificada) se asperj6 para obtener finalmente 16.4% p/p de Na-alginato en la
formulacion. Luego, 290 g de los granulos recubiertos de Na-alginato resultantes anteriores se recargaron en la
maquina Innojet ventilus y la solucién acuosa (5% p/p) de Na-carboxi metil celulosa (Na-CMC) (72,92 g) y 19.98 g de
polietilenglicol (PEG 400) (PEG 400/Na-CMC, 20% p/p) se asperjo sobre los granulos recubiertos de Na-alginato
resultantes anteriores para obtener granulos recubiertos de Na-CMC. Luego, 250 g de los granulos recubiertos de Na-
CMC resultantes anteriores se recargaron en la maquina Innojet ventilus y una porcién adicional de soluciéon acuosa
(5% p/p) de Na- CMC (61.70 g) y 15.4 g de PEG 400 (PEG 400/Na-CMC, 20% p/p) se asperjé para obtener finalmente
29,32% p/p de Na-CMC + PEG 400 en el producto final.

El producto final, particulas de la Férmula |, se seco y se mantuvo en una bolsa de polietileno de doble sellado con un
desecante adecuado bajo refrigeracion. Cabe sefialar que se tomaron diversas muestras de las etapas anteriores de
preparacion y se probaron como se describe a continuacion.

Método de prueba de conteo total de unidades formadoras de colonias para bifidobacteria BB12 encapsulada en la
Férmula |

El siguiente método de prueba se utiliz para la determinacion del conteo total de unidades formadoras de colonias
(CFU) para Bifidobacteria-BB12 encapsulada, preparada en la Formula | como se describe mas arriba. Este método
se basa en la disolucién de las capas de recubrimiento de los probiéticos encapsulados para liberar a los probioticos
antes de realizar la prueba de CFU.

En este procedimiento, tanto los procesos de hidratacién como de disolucion y se aplican a las particulas recubiertas,
simulando el tracto gastrointestinal y por lo tanto simulando el efecto de la ingestién de las particulas recubiertas.
Como resultado, se liberan células bacterianas libres. Un medio que incorpora diversos agentes selectivos se utiliza
para ayudar en la recuperacion de las especies especificas y de incubacion en condiciones anaerobias para una mayor
recuperacion de los organismos. Este método utiliza agar MRS con el aditivo clorhidrato de cisteina como un
consumidor de oxigeno.

Las muestras se colocaron en placas en duplicados y se informan conteos promedio (CFU/g).

El equipo incluye un dispositivo de muestreo estéril; Unidad de filtracion de 0.45 micrones; Contador de colonias;
placas estériles de Petri; Pipetas estériles; Incubadora 37 +/- 2°C; Bafio de agua de 45 +/- 2°C durante el templado de
medio; Sistema anaerobio GasPak: tarro, o camara de plastico, paquetes anaerébicos, e indicador anaerobio;
Autoclave; Mortero y pilén; Stomacher; Balance analitico; y portaobjetos para microscopio.

MEDIOS:

Se utilizaron los siguientes medios y reactivos: Caldo MRS, Difco # 288130 (500g); Agar MRS, Bacto Agar #
21401(4849); Clorhidrato de L-Cisteina, J.T.baker # G121-05; Tween-85 (trioleato de Polioxietilen sorbitano), Sigma #
P4634 (500mL); Diluyente regulado con Fosfato de Butterfield (BUT) MB 101.

El caldo MRS (55g/L) se prepare como sigue. En un matraz de 1000 ml, se colocan y se mezclan los siguientes
ingredientes: 500 ml de agua desionizada; 27.5 gramos de caldo MRS deshidratado; 1 ml de Tween-80 (polisorbato
80, polioxietileno (20) monooleato de sorbitano) (antes de la esterilizacion). El caldo se ajusté a un pH de 6.5 +/- 0.2 a
25°C

Agar MRS (70g/L) se preparé como sigue. En un matraz de 1000 ml: se colocan y se mezclan los siguientes
ingredientes: 500 ml de agua desionizada; 35 gramos de caldo MRS deshidratado, seguido por ajuste del pH a 6.5 +/-
0.2 @ 25°C. La L-cisteina esterilizada por filtracion se afiadio al agar después de la esterilizacion.

MRS: Composicion de Agar MRS (Adquirido listo para usar de Difco 288210 o equivalentes):
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Polipeptona 10 g/l
Extracto de carne 10 g/l
Extracto de levadura 5 g/l

Dextrosa 20 g/l

Tween 80 (polisorbato 80, Polioxietileno (20) 1.04g/

Monooleato de sorbitano)

Fosfato de dipotasio 2 g/l
Acetato de sodio 5 g/l
Citrato de amonio 2 g/l
Sulfato de magnesio 0.1 g/l
Sulfato de manganeso 0.05 g/l
)Agar bacterioldgico 15 g/l

El clorhidrato de cisteina (10% de solucién) se prepard como sigue. Se afiadieron 10 gramos de L-cisteina a un matraz
limpio de 200 ml, afiadiendo agua desionizada para alcanzar un volumen de 100 ml. La L-cisteina se disolvio y se
esterilizd por filtracion usando una unidad de filtracién de 0.45 micrones.

El siguiente procedimiento se utilizé para probar el efecto protector de la composicion de la Férmula |, para proteger
las bacterias durante el almacenamiento y la liberacion simulada en el tracto gastrointestinal, y para suministrar
bacterias vivas, viables en el sitio de colonizacion en el intestino. Tal como se usa a continuacion, el término "muestras”
se refiere a la composicién de la Formula 1.

Aproximadamente se trituraron 20 g de la muestra utilizando un mortero y pilon durante aproximadamente 120
segundos, hasta que la muestra fue homogénea y finamente triturada. 10 gramos de la muestra probidtica triturada
preparada se coloco en una bolsa Stomacher estéril. 99 mL de regulador de fosfato caliente se afiadieron a la bolsa,
calentada en barfio de agua a 48°C. El polvo se disolvié uniformemente y luego se colocod durante 15 minutos (tiempo
de hidratacion) en la incubadora (37°C). A continuacioén, se afiadieron 2 mL de Tween 85 (trioleato de polioxietilen
sorbitano) en mezcla hidratada. La bolsa se mantuvo en el bafio de agua durante 2 minutos, seguido por la aplicacion
del stomacher a 250 rpm durante 2 minutos y la incubacion de nuevo en el bafio de agua durante 1 minuto. El
Stomacher se aplicé de nuevo a 250 rpm durante 1 min. La solucién resultante se diluyd en serie.

Se sembro 1 ml de diluciones apropiadas en placas de Petri estériles debidamente etiquetadas, seguido por el
vertimiento de agar MRS a una temperatura de aproximadamente 48°C. Por cada 100 ml de agar MRS, se agregaron
0.5 ml de clorhidrato de L-cisteina al 10% esterilizado en filtro antes de verter. Las placas se prepararon por duplicado.

Las placas se incubaron anaerdbicamente a 37°C durante 48-72 horas, seguido por conteo de colonias.
Los siguientes procedimientos cuantitativos fueron seguidos para el conteo de las colonias.

Se contaron las colonias en las placas de MRS-cisteina, después de seleccionar aquellas placas que tienen 25-400
colonias y el nimero se registré como el conteo de células viables Probidticas por gramo (CFU/g), teniendo en cuenta
el factor de dilucion de la placa contadas. Los conteos de cada placa se promediaron a una dilucién dada para el
conteo viable total por gramo (esto es, CFU/g).

Resultados

Los resultados de la prueba a partir de diferentes etapas del proceso para la preparacién de la composicién de Féormula
| se muestran como CFU/g en la siguiente tabla, Tabla 4.

Tabla 4 - Viabilidad de bacterias Probiéticas después de diversas etapas de preparacion

Muestra CFU/g

20



10

15

ES 2597038 T3

Granulado de fusién en caliente de BB12 142X 10 exp 13
Granulado recubierto de Na-alginato de BB12 2.19 X 10 exp 13
Granulado recubierto de CMC de BB12 5.42 X 10 exp 12-1.29 X 10 exp 13

Como puede verse a partir de estos resultados, las particulas completamente recubiertas proveen la mejor proteccion
a las bacterias, aunque con cierta variabilidad en los resultados.

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la invencién, que son, para mayor claridad, descritas en el contexto de
realizaciones separadas, también pueden proveerse en combinacién en una realizacion individual. Por el contrario,
diversas caracteristicas de la invencion, que son, por brevedad, descritas en el contexto de una realizacion individual,
también pueden proveerse por separado o en cualquier subcombinacién adecuada.

Aunque la invencion se ha descrito junto con realizaciones especificas de la misma, es evidente que muchas
alternativas, modificaciones y variaciones seran evidentes para los expertos en la técnica. De acuerdo con lo anterior,
se pretende abarcar todas tales alternativas, modificaciones y variaciones que caen dentro del espiritu y amplio
alcance de las reivindicaciones adjuntas. Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patentes mencionadas en
esta especificacion se incorporan aqui en su totalidad como referencia en la especificacion, en la misma medida como
si cada publicacion individual, patente o solicitud de patente fue especifica e individualmente indicada para ser
incorporada aqui como referencia. Ademas, la citacién o identificacion de cualquier referencia en esta solicitud no se
interpretara como una admisién de que tal referencia esta disponible como técnica anterior a la presente invencion.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2597038 T3

Reivindicaciones

1. Una composicion que comprende bacterias probioticas, comprendiendo la composicion: (a) una composicion de
nucleo que contiene las bacterias probidticas y un estabilizador, en donde la cantidad total de probidticos en la mezcla
es de aproximadamente 10% a aproximadamente 90% en peso de la composicion del nucleo; (b) una capa de
recubrimiento mas interna, en capas en dicha composicion de nuicleo, que comprende al menos una grasa soélida
hidréfoba, acido graso o una cera que tiene un punto de fusion inferior a 60°C, o una combinacion de los mismos; (c)
una capa de recubrimiento intermedia en capas en dicha capa de recubrimiento mas interna, que cuando esta presente
en una solucién acuosa en la cantidad de 0.1% peso/peso sobre el peso de la solucion, tiene una tension superficial
inferior a 60 mN/m, cuando se mide a 25°C; y (d) una capa de recubrimiento exterior, en capas en dicha capa de
recubrimiento intermedio; en donde la composicién esta en forma de particulas.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en donde dicho estabilizador comprende un consumidor de oxigeno, en
donde dicho consumidor de oxigeno comprende uno o mas de clorhidrato de L-cisteina, base de L-cisteina, 4,4 (2,3
dimetil tetrametilen dipirocatecol), extracto rico en tocoferoles (vitamina E natural), a-tocoferol (vitamina E sintética),
B-tocoferol, y-tocoferol, d-tocoferol, butilhidroxinona, butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), galato de
propilo, galato de octilo, galato de dodecilo, butilhidroquinona terciaria (TBHQ), acido fumarico, acido malico, acido
ascorbico (vitamina C), ascorbato de sodio, ascorbato de calcio, ascorbato de potasio, palmitato de ascorbilo, o
estearato de ascorbilo.

3. La composicién de las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicho estabilizador comprende un material seleccionado del
grupo que consiste de edetato de dipotasio, edetato de disodio, edetato de calcio disédico, acido edético, acido
fumarico, acido malico, maltol, edetato de sodio, y edetato de trisodio.

4. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde dicha composicién de nicleo comprende
ademas al menos un compuesto de azucar, en donde dicho al menos un compuesto de azlicar comprende uno o mas
de un monosacarido, un disacarido, un trisacarido, un tetrasacarido, un oligosacarido superior, o un polisacarido, o
una combinacion de los mismos; en donde dicho monosacarido comprende uno o mas de cetotriosa (dihidroxiacetona),
aldotriosa (gliceraldehido), cetotetrosa (eritrulosa), eritrosa, treosa, ribulosa, xilulosa, ribosa, arabinosa, xilosa, lixosa,
desoxirribosa, psicosa, fructosa, sorbosa, tagatosa, alosa , altrosa, glucosa, manosa, gulosa, idosa, galactosa, talosa,
fucosa, fuculosa, ramnosa, sedoheptulosa, o acido neuraminico, o una combinacién de los mismos; en donde dicho
disacarido comprende uno o mas de sacarosa, lactosa, maltosa, trehalosa, turanosa, o celobiosa, o una combinaciéon
de los mismos; en donde dicho trisacarido comprende uno o mas de rafinosa, melecitosa o maltotriosa, o una
combinacién de los mismos; en donde dicho tetrasacarido comprende uno o mas de acarbosa o estaquiosa, o una
combinacién de los mismos; en donde dicho oligosacarido superior comprende una o mas de fructooligosacaridos
(FOS), galactooligosacaridos (GOS) o mananoligosacaridos (MOS), o una combinacion de los mismos; en donde dicho
polisacarido comprende uno o mas de los polisacaridos a base de glucosa/celulosa glucano, dextrina, dextrano, beta-
glucano, maltodextrina, polisacaridos a base de fructosalfructano, levan beta 2-6, polisacaridos a base de manosa,
polisacaridos a base de galactosa, polisacaridos a base de N-acetilglucosamina, o una goma, o una combinacion de
los mismos; o en donde dicho polisacarido comprende uno o mas de amilosa, amilopectina, zimosan, lentinan,
sizofiran, inulina, manano, galactano, quitina, goma arabiga, o0 goma acacia, o una combinacion de los mismos.

5. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde dicho nucleo comprende ademas uno o mas
de un agente de relleno, un surfactante o aglomerante, o una combinacién de los mismos; en donde dicho agente de
relleno comprende una o mas de celulosa microcristalina, un azucar; fosfato de dicalcio; alcoholes de azucar,
hidrolizados de almidén hidrogenados; almidén de maiz; y almidon de patata; y/o una mezcla de los mismos; en donde
dicho aglomerante comprende una o mas de povidona (PVP: polivinilpirrolidona), copovidona (copolimero de
vinilpirrolidona y acetato de vinilo), alcohol de polivinilo, HPC de bajo peso molecular (hidroxipropil celulosa), HPMC
de bajo peso molecular (hidroxipropil metilcelulosa), hidroximetil celulosa de bajo peso molecular (MC), carboxi metil
celulosa de sodio de bajo peso molecular, hidroxietilcelulosa de bajo peso molecular, hidroximetilcelulosa de bajo peso
molecular, acetato de celulosa, gelatina, gelatina hidrolizada, 6xido de polietileno, goma arabiga, dextrina, almidén,
poliacrilatos y/o polimetacrilatos solubles en agua, etilcelulosa de bajo peso molecular, grasa sélida hidréfoba o acido
graso solido o una cera o un polietilenglicol que tiene un punto de fusién inferior a 60°C o una mezcla de los mismos;
o en donde dicho surfactante comprende Tween 80 (polisorbato 80, polioxietileno (20) monooleato de sorbitano),
Tween 20 (polisorbato 20, polioxietileno (20) monolaurato de sorbitano), Tween 85 (trioleato de polioxietilen sorbitanon)
glicereth-2-cocoato (Levenol® C-421), glicereth-6-cocoato (Levenol® F-200), glicereth-7-cocoato (Levenol® C-301),
glicereth-17-cocoato (Levenol® C-201) o una mezcla de los mismos.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2597038 T3

6. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha bacteria probiética comprende una
o mas de Bacillus coagulans GBI-30, 6086, Bacillus subtilis var natt, Bifidobacterium LAFTI® B94, Bifidobacterium sp
LAFTI B94, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium bifidum rosell-71, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium breve
resell-70, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium longum Rosell-175,
Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 , Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19,
Bifidobacterium infantis 35624, Escherichia coli M-17, Escherichia coli Nissle 1917, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus acidophilus LAFTI® L10, Lactobacillus acidophilus LAFTI L10, Lactobacillus casei LAFTI® L26,
Lactobacillus casei LAFTI L26, Lactobacillus brevis, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
gasseri, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri ATTC 55730 (Lactobacillus reuteri
SD2112), Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus fermentum,
Lactococcus lactis, Lactococcus lactis subsp, Lactococcus lactis Rosell-1058, Lactobacillus paracasei St11 (or
NCC2461] Lactobacillus fortis Nestlé, Lactobacillus johnsonii La1 (= Lactobacillus LC1, Lactobacillus johnsonii
NCC533) Nestlé, Lactobacillus rhamnosus Rosell-11, Lactobacillus acidophilus Rosell-52, Streptococcus
thermophilus, Diacetylactis, Saccharomyces cerevisiae, y una mezcla de los mismos.

7. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha capa de recubrimiento mas interna
comprende al menos una grasa solida hidrofoba o acido graso que tiene un punto de fusion inferior a 50°C.

8. La composicion de la reivindicacion 7, en donde dicho punto de fusion es mayor que 25°C.

9. La composicién de la reivindicacion 7 o 8, en donde dicha capa de recubrimiento mas interna comprende acidos
grasos, ésteres de acidos grasos, triésteres de acidos grasos; sales de aluminio, sodio, potasio y magnesio de acidos
grasos; alcoholes grasos, fosfolipidos, grasas sdlidas, ceras, y una combinacion de los mismos.

10. La composicion de la reivindicacion 9, en donde la capa de recubrimiento mas interna comprende una grasa sélida
que comprende uno o mas de acido laurico, aceite de coco hidrogenado, manteca de cacao o una combinacion de los
mismos.

11. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha capa de recubrimiento mas interna
forma una matriz hidr6foba estable que embebe la composicién de nucleo interior y/o forma una pelicula alrededor de
la composicion del nicleo probidtico; y, opcionalmente, en donde dicho nucleo comprende una pluralidad de nucleos
y dicha pluralidad de nucleos esta embebida en dicha matriz hidréfoba estable.

12. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha capa de recubrimiento intermedia,
cuando esta presente en una solucidon acuosa en la cantidad de 0.1% peso/peso sobre el peso de la solucidn, tiene
una tensién superficial inferior a 50 mN/m cuando se mide a 25°C.

13. La composicién de la reivindicaciéon 12, en donde dicha capa de recubrimiento intermedia comprende un polimero,
que comprende uno o mas de Hiroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropiletilcelulosa (HPEC), hidroxipropilcelulosa
(HPC), hidroxipropiletilcelulosa (HPEC), hidroximetilpropilcelulosa (HMPC), etilhidroxietilcelulosa (EHEC) (Ethulose),
hidroxietilmetilcelulosa (HEMC), hidroximetiletilcelulosa (HMEC), propilhidroxietilcelulosa (PHEC),
metilhidroxietilcelulosa (MHEC), hidroxietilcelulosa modificada hidréfobamente (NEXTON),
carboximetilhidroxietilcelulosa (CMHEC), metilcelulosa, etilcelulosa, copolimero acetato de vinilo soluble en agua,
gomas, polisacaridos tales como acido alginico y alginatos tales como alginato de amonio, alginato de sodio, alginato
de potasio, ftalato acido de carbohidratos, acetato ftalato de amilosa, ftalato acetato de celulosa (CAP), ftalatos de
éster de celulosa, ftalatos de éter de celulosa, ftalato de hidroxipropilcelulosa (HPCP), ftalato de
hidroxipropiletilcelulosa (HPECP), ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCP), acetato succinato de
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCAS), ftalato de metilcelulosa (MCP), ftalato acetato de polivinilo (PVAcP), hidrégeno
ftalato de acetato de polivinilo, CAP de sodio, ftalato acido de almidén, acetato trimetilato de celulosa (CAT),
copolimero de estireno-acido maleicof/ftalato de dibutilo, copolimero estireno-acido maleico/ ftalato de polivinilacetato,
estireno y copolimeros de acido maleico, o derivados del acido poliacrilico o una combinacion de los mismos.

14. La composicion de la reivindicaciéon 13, en donde dicho polimero comprende uno o mas de shellac, derivados de
ftalato, CAT, HPMCAS, derivados del acido poliacrilico, copolimeros que comprenden acido acrilico y al menos un
éster de acido acrilico, EudragitTM S (poli(acido metacrilico, metacrilato de metilo) 1:2); Eudragit L100TM (poli(acido
metacrilico, metacrilato de metilo) 1:1); Eudragit L30DTM, (poli(acido metacrilico, acrilato de etilo) 1:1); y (Eudragit
L100-55) (poli(acido metacrilico, acrilato de etilo)1:1) (EudragitTM L es un polimero aniénico sintetizado a partir de
acido metacrilico y metil éster del acido metacrilico), polimetil metacrilato mezclado con acido acrilico y copolimeros
de ésteres acrilicos, acido alginico, alginato de amonio, sodio, potasio, magnesio o alginato de calcio, copolimeros de
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acetato de vinilo, acetato de polivinilo 30D (30% de dispersion en agua), un éster metacrilico neutro que comprende
poli(dimetilaminoetilacrilato) ("Eudragit E™), un copolimero de metilmetacrilato y etilacrilato con cloruro de
trimetilamonioetil metacrilato, un copolimero de metilmetacrilato y etilacrilato, zeina, shellac, gomas, o polisacaridos,
0 una combinacion de los mismos.

15. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha capa de recubrimiento exterior
comprende un polimero que tiene una tasa de transmision de oxigeno de menos de 1000 cc/m?/24horas, medida en
condiciones de prueba estandar.
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Figura 1:
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