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DESCRIPCION
Formulaciones de sales enriquecidas en micronutrientes
Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al campo de las sales enriquecidas, en particular, de las sales enriquecidas en
micronutrientes que son térmicamente estables y que liberan los micronutrientes en la ubicacién deseada del tracto
gastrointestinal.

Antecedentes de la invencion

La desnutricion/deficiencia de micronutrientes es un problema grave en el mundo en desarrollo que afecta a 870
millones de personas y causa cinco millones de muertes infantiles al afio. Los intentos de abordar la deficiencia de
micronutrientes incluyen la suplementacion y los enriquecimientos. La suplementacion puede proporcionar dosis
mas altas de micronutrientes a individuos especificos en un corto periodo de tiempo. Sin embargo, la
suplementacion tiene limitaciones, incluyendo la incapacidad para administrar todos los micronutrientes necesarios,
descuidando a las personas que pertenecen a grupos no diana y el bajo cumplimiento debido a la dificultad para
almacenar el producto en condiciones no controladas (almacenes himedos calientes, mantenimiento deficiente),
dificultades para distribuir suplementos y convencer a los usuarios finales de la necesidad de una ingesta regular.

El enriquecimiento de los alimentos se ha explorado como un medio para abordar la malnutricion/deficiencia de
micronutrientes. Sin embargo, el enriquecimiento de los alimentos suele ser inasequible para aquellas personas que
mas lo necesitan. También se han observado efectos adversos, tales como las cualidades sensoriales de los
alimentos, las interacciones adversas entre los nutrientes y la baja biodisponibilidad en los alimentos enriquecidos.

La sal es un producto universalmente consumido y, por lo tanto, tiene el potencial de suministrar vitaminas y
minerales a los paises en desarrollo. La sal enriquecida, también conocida como sal yodada, es la sal de mesa
(NaCl) mezclada con pequefias cantidades de diversas sales de yoduro, para prevenir la deficiencia de yodo.
También se ha desarrollado la sal enriquecida doble, que es la sal de mesa que contiene hierro y yoduro. Se
microencapsula el hierro con estearina para evitar que reaccione con el yodo de la sal. Sin embargo, la adicion de
hierro a la sal yodada se ve dificultada por una serie de problemas quimicos, técnicos y organolépticos, incluyendo la
tendencia del hierro a oxidarse en presencia de aire. La sal también se ha enriquecido con fluoruro de potasio en un
intento por mejorar la salud dental. Ninguna de estas sales enriquecidas incluye suplementos mas labiles tales como
las vitaminas.

Todas estas formulaciones implican la mezcla fisica de la sal con uno o mas minerales. Sin embargo, como se ha
descrito anteriormente, la reactividad no deseada entre vitaminas y minerales, y otras limitaciones, han impedido la
comercializacién de dichas formulaciones. Ademas, estas formulaciones no proporcionan una pluralidad de
micronutrientes y no son estables en las condiciones encontradas durante la preparacién y la coccion de los
alimentos.

Kwan describe una sal enriquecida que contiene vitamina A, hierro y yodo. La formulacion es una mezcla fisica de
sal y enriquecedores. La formulacién también contiene tensioactivos y lipidos para que la formulacion se
autoemulsione. Kwan desvela que se intenté aplicar un recubrimiento entérico a la vitamina A, pero las pérdidas del
micronutriente después de un periodo de almacenamiento de tres meses variaron entre el 50 y el 99 % tanto a 25
°C/HR del 20 % como a 45 °C/HR del 60 %.

La sal Health Salt, comercializada por Sundar, es una sal enriquecida que contiene una pluralidad de
micronutrientes, que supuestamente es térmicamente estable. La formulacion parece ser una mezcla fisica de sal y
los diversos micronutrientes. Vinodkumar et al. Int. J. Vitam. Nutr. Res., 79(5):348-361 (2009) describen la
fabricacién de una sal enriquecida en mdltiples micronutrientes en un mezclador de cinta y la evaluacién de la
homogeneidad de la distribucion de los micronutrientes en la sal. Sin embargo, el producto cuesta de 2 a 3 veces
mas que la sal suelta, se observaron motas negras de enriquecedores en el producto, que podrian no gustar a los
consumidores, el producto tenia un olor inusual y puede ser dificil verificar analiticamente algunos de los
micronutrientes en el producto. El documento WO 2005/055986 Al desvela una composicion farmacolégica de sabor
enmascarado en la que el farmaco esta recubierto con un polimero sensible al pH insoluble a pH > 3,5. El
documento CA 2 238 925 A desvela una formulacién de sal enriquecida en yodo en la que el compuesto de yodo
esta encapsulado en una matriz inerte, digerible, de modo que el yodo y la sal son independientes fisicamente.
Existe la necesidad de composiciones que proporcionen una pluralidad de micronutrientes de una manera segura y
eficaz, al tiempo que superen las limitaciones de suplementacién y enriquecimiento tratadas anteriormente.

Por lo tanto, es un objetivo de la invencion proporcionar composiciones para proporcionar una pluralidad de
micronutrientes labiles al calor, a la humedad y a la sal, asi como agentes terapéuticos y/o profilacticos, y métodos
de fabricacion y uso de los mismos.
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Otro objetivo de la invencién es proporcionar composiciones para proporcionar una pluralidad de micronutrientes,
que sean estables durante la preparacion y la coccién de los alimentos, y métodos de fabricacion y uso de las
mismas.

Otro objetivo mas de la invencién es proporcionar composiciones para proporcionar una pluralidad de
micronutrientes, que sean estables durante la preparacion y la coccién de los alimentos, y que liberen los
micronutrientes en un sitio deseado del tracto gastrointestinal, y métodos de fabricacion y uso de los mismos.

Sumario de la invencion

Se han desarrollado formulaciones que son resistentes a la humedad y las temperaturas de coccién, y que se liberan
en un intervalo de pH definido. Las formulaciones proporcionan particulas de micronutrientes y vitaminas ("MN")
formuladas en una matriz estabilizadora formada por materiales tales como azlcares, que luego se encapsula
dentro de polimeros insolubles en agua, resistentes al calor y sensibles al pH. La formulaciéon se puede envasar
dentro de una cubierta de sal, cubierta de azlcar u otra cubierta. Los polimeros térmicamente estables, insolubles
en agua, sensibles al pH, estabilizan los micronutrientes, especialmente en combinacion con la sal, en particular a
altas temperaturas, tales como durante la preparacion y la coccién de los alimentos, y liberan los micronutrientes en
las ubicaciones deseadas, tales como el estdmago, el intestino delgado, etc. Los polimeros sensibles al pH
preferidos se liberan a un pH bajo, tal como a pH 1-3, preferentemente 1-2 como el encontrado en el estbmago. Las
particulas pueden usarse para administrar dosis diarias recomendadas de micronutrientes simultdneamente con la
sal u otra sustancia de la cubierta, eliminando la necesidad de otros suplementos vitaminicos. Esto es
particularmente importante en poblaciones que padecen desnutricion grave. Se puede usar la misma tecnologia para
proporcionar agentes terapéuticos, profilacticos o de diagnostico, por ejemplo, agentes antiparasitarios. Las ventajas
de esta formulacién incluyen la estabilidad al calor y a la humedad, ademas de tener un color uniforme y ser
relativamente inodora.

Se desarrollé una plataforma de administracion que consistia en un nucleo a base de particulas de hidrogel (HGP)
de acido hialurénico (HA) para la encapsulacion de MN y una cubierta de microesferas (MS) termoestable y soluble
a bajo pH que rodeaba a las HGP para su proteccion. La cubierta de las MS puede envolverse de cloruro de sodio,
produciéndose sal enriquecida en MN. La cubierta de las MS también se puede envolver en otra sustancia, tal como
el azdcar. Como alternativa, la cubierta de las MS se puede usar sin recubrimiento. Se muestra que el sistema
encapsula eficazmente los MN, mantiene su estabilidad en condiciones de coccion y libera la carga util en fluido
gastrico simulado (SGF) con los perfiles de liberacién deseados.

La misma tecnologia también es ventajosa para proporcionar formulaciones de vitaminas y minerales resistentes al
calor y a la intemperie para aplicaciones agricolas, tales como la suplementacién de ganado para rumiantes (pH del
rumen de 5,5-6,5). El uso de polimeros que proporcionan una liberacion especifica basada en el pH proporciona un
medio para dirigir la liberacién en una determinada regién gastrointestinal para la mayor eficacia de la absorcion y la
retencion de la bioactividad.

Breve descripcién de las figuras

Las Figuras 1A-1G son un esquema de los componentes de las formulaciones. En una forma, la cubierta de
polimero (Figura 1A), el niicleo de la matriz estabilizadora que contiene particulas de micronutrientes (Figura 1B),
el nicleo que contiene particulas de micronutrientes encapsuladas en la capa externa polimérica (Figura 1C) y el
nucleo polimérico encapsulado con una capa externa que contiene particulas recubiertas de sal (Figura 1D) En
otra forma, semillas de micronutrientes (particulas) encapsuladas en matriz de hidrogel (Figura 1E), particulas de
hidrogel encapsuladas en polimero (Figura 1F) y recubiertas con sal (Figura 1G).

La Figura 2 es un grafico que muestra la solubilidad de 10 mg/ml de EUDRAGIT® E PO ("EPQ") en funcién del
pH a 37 °C durante un periodo de ocho horas.

La Figura 3 es un grafico que muestra la solubilidad de EUDRAGIT® E PO en fluido gastrico simulado (pH 1,2) a
37 °C durante 2,5 horas.

La Figura 4 es un grafico que muestra el espesor de la cubierta de EUDRAGIT® E PO (micréometros) en funcién
de la concentracion de EUDRAGIT® E PO en la solucién de recubrimiento.

Las Figuras 5A-D son graficos que muestran la liberacion de colorante (porcentaje liberado) a 25 °C en agua y
fluido gastrico simulado para el recubrimiento de EUDRAGIT® E PO al 1% (Figura 5A), recubrimiento de
EUDRAGIT® E PO al 5 % (Figura 5B), recubrimiento de EUDRAGIT® E PO al 10 % (Figura 5C) y recubrimiento
de EUDRAGIT® E PO al 20 % (Figura 5D).

Las Figuras 6A y 6B son graficos que muestran la liberacion de un colorante azul en el agua (Figura 6A) y el
fluido gastrico simulado (Figura 6B) para el recubrimiento EUDRAGIT® E PO al 5 % a 25 °C y 37 °C.

Las Figuras 7A y 7B muestran la liberacion de B9 (porcentaje de liberacion) en el agua (Figura 7A) y el fluido
resistente gastrico simulado (Figura 7B) en funcién de la temperatura.

Las Figuras 8A y 8B muestran la liberacion de B12 (porcentaje de liberacion) en el agua (Figura 8A) y el fluido
resistente gastrico simulado (Figura 8B) en funcién de la temperatura.

La Figura 9 es un grafico de la estabilidad hidrolitica de las particulas de hidrogel de HA. Se comparé la masa de
gel en funcién del tiempo de incubacién a temperatura ambiente en agua o a 37 °C en fluido gastrico simulado
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con el tiempo en horas.

Las Figuras 10A y 10B son graficos que muestran la liberacion in vitro acumulativa de un mineral representativo,
NaFeEDTA (Figura 10A) y una vitamina representativa, la Vitamina B12 (Figura 10B), a partir de las particulas de
hidrogel a lo largo del tiempo en horas.

Las Figuras 11A y 11B son graficos que muestran la liberacion acumulativa de los micronutrientes, NaFeEDTA
(Figura 11A) y vitamina B12 (Figura 11B), a partir de las microesferas de EPO-hidrogel de HA a temperatura
ambiente en agua, 37 °C en fluido gastrico simulado y 100 °C en agua, a lo largo del tiempo en horas.

Las Figuras 12A y 12B son graficos que muestran la liberacion acumulativa (%) del micronutriente KIOz a partir
de las microesferas de EPO a temperatura ambiente en agua, 37 °C en fluido gastrico simulado y 100 °C en
agua, a lo largo del tiempo en horas. Las microesferas de EPO se formaron usando 100 mg/ml de EPO (Figura
12A) o 200 mg/ml (Figura 12B).

La Figura 13 es un grafico que muestra la liberacion acumulativa (%) del micronutriente vitamina A a partir de las
microesferas de EPO a temperatura ambiente en agua, 37 °C en fluido gastrico simulado y 100 °C en agua, a lo
largo del tiempo en horas.

La Figura 14 es un grafico que muestra la liberacion acumulativa (%) del micronutriente vitamina D3 a partir de
las microesferas de EPO a temperatura ambiente en agua, 37 °C en fluido gastrico simulado y 100 °C en agua, a
lo largo del tiempo en horas.

La Figura 15 es un grafico que muestra la liberacion acumulativa (%) del micronutriente vitamina C a partir de las
microesferas de EPO a temperatura ambiente en agua, 37 °C en fluido gastrico simulado y 100 °C en agua, a lo
largo del tiempo en horas.

La Figura 16 es un grafico que muestra la liberacién acumulativa (%) del micronutriente vitamina B9 (acido félico)
a partir de las microesferas de EPO-gelatina a temperatura ambiente en agua, 37 °C en fluido gastrico simulado y
100 °C en agua, a lo largo del tiempo en horas.

Descripcion detallada de la invencion
I. Definiciones

"Sensible al pH", como se usa en el presente documento, se refiere, en general, a materiales tales como polimeros,
cuyas propiedades de disolucion dependen del pH.

"Insoluble en agua”, como se usa en el presente documento, significa que un material, tal como un polimero, no se
disuelve en soluciones acuosas ni tampones por encima de pH 5.

"Térmicamente estable", como se usa en el presente documento, significa, en general, que un material es quimica
y/o fisicamente estable (por ejemplo, no se degrada) a las temperaturas encontradas durante la preparacion y/o la
coccion de alimentos (por ejemplo, hasta e incluyendo la ebullicién) durante un periodo de menos de diez a veinte
minutos, por ejemplo, hasta aproximadamente dos a aproximadamente cuatro horas.

"Estable a la temperatura de almacenamiento”, como se usa en el presente documento, significa, en general, que un
material es quimica y/o fisicamente estable (por ejemplo, no se degrada) de aproximadamente -4 °C (por ejemplo,
temperatura del refrigerador) a aproximadamente 25-35 °C, con un humedad del 40-60 %

"Micronutrientes”, como se usa en el presente documento, se refiere, en general, a una sustancia, tal como una
vitamina o un mineral que es esencial en pequefias cantidades (por ejemplo, menos de 100 mg/dia) para el
crecimiento y metabolismo adecuados de un organismo vivo tal como un ser humano. "Micronutrientes" incluye tanto
microminerales u oligoelementos como microvitaminas.

"No poroso”, como se usa en el presente documento, significa, en general, un material tal como un polimero, que es
impermeable al agua (por ejemplo, cuando se sumerge en la misma) a temperatura ambiente y en condiciones de
coccion durante al menos 10 minutos, preferentemente hasta al menos varios dias (por ejemplo, una semana, dos
semanas). El material también es impermeable a la humedad cuando se almacena en seco durante al menos 10
minutos a al menos semanas, por ejemplo, una semana, dos semanas, tres semanas, 4 semanas, 5 semanas o 6
semanas.

El término "didametro” es reconocido en la técnica, y se usa en el presente documento para referirse bien al diametro
fisico o al diametro hidrodinamico. El diametro de la emulsion normalmente se refiere al diametro hidrodinamico. El
didametro de las cépsulas, tanto en forma esférica como no esférica, puede referirse al diametro fisico en el estado
hidratado. El diametro de las particulas, coloides y células que estan encapsuladas dentro de las capsulas se refiere
al diametro fisico en el estado hidratado. Como se usa en el presente documento, el didmetro de una particula no
esférica o0 una capsula no esférica puede referirse a la mayor distancia lineal entre dos puntos en la superficie de la
particula. Cuando se refiere a multiples particulas o capsulas, el diametro de las particulas o capsulas normalmente
se refiere al diametro medio de las particulas o de las capsulas. El diametro de las particulas o los coloides se puede
medir usando varias técnicas, que incluyen, pero sin limitacion, la microscopia 6ptica o electronica, asi como la
dispersién dinamica de la luz.
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El término "biocompatible”, como se usa en el presente documento, se refiere a uno o mas materiales que no son
téxicos para el hospedador (por ejemplo, un animal o un ser humano) ni se degradan (si el material se degrada) a
una velocidad que produzca subunidades monoméricas u oligoméricas u otras subproductos a concentraciones
téxicas en el hospedador.

El término "biodegradable”, como se usa en el presente documento, significa que los materiales se degradan o se
descomponen en sus subunidades constituyentes, o se digieren, por ejemplo, mediante un proceso bioquimico, del
material en subunidades mas pequefas (por ejemplo, no poliméricas).

El término "microesferas" o "microcapsulas” se reconoce en la técnica, e incluye estructuras sélidas o semisélidas
esencialmente esféricas, por ejemplo, formadas a partir de polimeros biocompatibles tales como las presentes
composiciones, que tienen un tamafio que varia de aproximadamente uno o mas hasta aproximadamente 1000
micrometros. El término "microparticulas" también es reconocido en la técnica, e incluye microesferas y
microcapsulas, asi como estructuras que pueden no ubicarse faciimente en ninguna de las dos categorias
anteriores, todas con dimensiones, como media, de menos de aproximadamente 1.000 micrémetros. Una
microparticula puede ser esférica 0 no esférica, y puede tener cualquier forma regular o irregular. Si las estructuras
tienen menos de aproximadamente un micrémetro de diametro, entonces se pueden usar los términos
correspondientes reconocidos por la técnica "nanosfera”, "nanocépsula” y "nanoparticula”. En ciertas realizaciones,
las nanoesferas, nanocapsulas y nanoparticulas tienen un diametro medio de aproximadamente 500 nm, 200 nm,
100 nm, 50 nm, 10 nm o 1 nm.

"Matriz", como se usa en el presente documento, se refiere, en general, a uno o mas materiales soélidos o
semisolidos en los que estan embebidos uno o mas de otros materiales.

"Hidrogel", como se usa en el presente documento, es una red de cadenas poliméricas que son hidréfilas, que a
veces se encuentran como un gel coloidal en el que el agua es el medio de dispersion. Los hidrogeles son redes
poliméricas naturales o sintéticas altamente absorbentes (pueden contener mas del 90 % de agua). Los hidrogeles
también poseen un grado de flexibilidad muy similar al tejido natural, debido a su importante contenido de agua.

Il. Formulaciones

Las formulaciones formadas por particulas distribuidas en una matriz que esta recubierta o encapsulada con uno o
mas materiales sensibles al pH, insolubles en agua, térmicamente estables, encapsulados en una sal, se usan para
la administracion simultdnea de sales, vitaminas y minerales traza y, opcionalmente, uno o0 mas agentes
terapéuticos, profilacticos y/o de diagndstico. Los materiales sensibles al pH, insolubles en agua y térmicamente
estables ayudan a estabilizar las vitaminas y minerales traza, en particular, a altas temperaturas tales como durante
la preparacion y la coccion, y efectdan la liberacién de vitaminas y micronutrientes en las ubicaciones deseadas tras
la ingestion (por ejemplo, estdmago, intestino delgado, etc.).). Las particulas pueden usarse para administrar dosis
diarias recomendadas de micronutrientes a través de la sal, eliminando la necesidad de pildoras vitaminicas u otros
agentes terapéuticos y profilacticos. Esto es particularmente importante en poblaciones que padecen malnutricién
grave en paises del tercer mundo. En algunas realizaciones, las particulas no son autoemulsionantes.

Como se describe a continuacién, las particulas se forman a partir de vitaminas y micronutrientes. Estas particulas
se dispersan luego en una matriz estabilizadora, formada, por ejemplo, por azlcares y/o aceites. La matriz,
preferentemente de forma regular, tal como esférica, se recubre o encapsula luego con un polimero sensible al pH,
preferentemente que forma una impermeabilidad al agua o que tiene una permeabilidad al agua reducida, que
también puede actuar enmascarando el sabor de las particulas. La matriz encapsulada con particulas en la misma
se recubre luego con sal.

En algunas realizaciones, las formulaciones de particulas/matriz recubiertas o encapsuladas con un polimero
sensible al pH pueden usarse sin un recubrimiento de sal u otro material.

En la Figura 1, se ilustran ejemplos de dos formas de las formulaciones desveladas.
A. Particulas

Las particulas o semillas estan formadas por uno 0 mas micronutrientes, agentes terapéuticos, profilacticos y/o de
diagnostico. El diametro de las particulas o semillas puede variar. Sin embargo, en algunas realizaciones, el
didmetro medio es de aproximadamente unos cuantos nandémetros hasta aproximadamente 1.000 micrémetros,
preferentemente de unos cuantos nandmetros hasta aproximadamente 500 micrémetros. Las particulas pueden
contener agentes terapéuticos, agentes profilacticos y/o agentes de diagnostico, pero lo mas preferentemente es
gue sean minerales traza y vitaminas y/u otros micronutrientes.

Los ejemplos de micronutrientes incluyen, pero sin limitacion, hierro, cobalto, cinc, manganeso, cobre, yodo, selenio,
molibdeno, cromo, vitamina A, beta caroteno, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B3, vitamina B6, vitamina B9 (acido
félico), vitamina B12, vitamina C, vitamina D3, vitamina E, vitamina K, acido pantoténico, biotina y combinaciones de
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los mismos. La dosis diaria requerida de la mayoria de los micronutrientes es inferior a 100 mg/dia. Los valores
recomendados se muestran en la Tabla 1, del Departamento estadounidense de Agricultura de 2013.

La vitamina A participa en procesos fisioldgicos que dan lugar a la diferenciacién celular, la madurez celular y la
especificidad celular. La vitamina A es un componente importante de un suplemento nutricional para sujetos en
estados fisioldgicamente estresantes, tales como los causados por el embarazo, la lactancia o un estado patolégico.
La vitamina A puede incluirse en forma de acetato. El 100 % del RDA para nifios de 6 a 59 meses es de 0,9 mg/dia.
El 50 % del RDA para una mujer adulta es de 0,45 mg/dia. Las formas U(tiles de vitamina A para las formulaciones
desveladas incluyen palmitato de retinilo, acetato de retinilo y beta-caroteno.
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El beta-caroteno se convierte en vitamina A en el organismo segun sea necesario. El beta-caroteno también tiene
poderosas propiedades antioxidantes. Los antioxidantes son importantes durante los eventos fisiol6gicamente
estresantes por numerosas razones. Por ejemplo, la peroxidacion lipidica se ha asociado con mas de 200 procesos
patolégicos. Los antioxidantes son especialmente importantes durante el embarazo, porque, en el primer trimestre,
el establecimiento del flujo sanguineo hacia el espacio intervelloso se asocia con un estallido del estrés oxidativo. La
incapacidad para montar una defensa antioxidante eficaz contra dicho estallido produce un aborto precoz. Ademas,
el estrés oxidativo ha sido implicado en la fisiopatologia de la preeclampsia, una toxemia del embarazo. Finalmente,
el estrés oxidativo durante el embarazo desempefia un papel importante en el crecimiento fetal, y los niveles de
antioxidantes saludables se correlacionan positivamente con el peso y la longitud en el nacimiento.

El complejo B contiene nutrientes hidrosolubles que, en general, no se almacenan en el organismo. Desempefian
papeles en varios procesos biolégicos fundamentales para la salud de las mujeres embarazadas, las mujeres en
época de lactancia y los fetos tales como, por ejemplo, el metabolismo de la homocisteina. Las vitaminas del
complejo B contienen una o mas de entre vitamina B, vitamina B2, vitamina B3, vitamina B6, vitamina B9 y vitamina
B12. Las vitaminas B a menudo funcionan en concierto entre si, y se supone que las deficiencias de multiples
vitaminas B son mas comunes que las deficiencias de una sola vitamina B.

La vitamina B1 desempefia un papel en el metabolismo de los hidratos de carbono y la funcién neuronal. Es una
coenzima para la descarboxilacion oxidativa de los alfacetoacidos (por ejemplo, el alfa-cetoglutarato y piruvato) y
para la transcetolasa, que es un componente de la via de la pentosa fosfato. La vitamina B1 puede incluirse en
forma de mononitrato de tiamina.

La vitamina B2 es un componente de dos coenzimas de flavina, el mononucleoétido de flavina (FMN) y el dinucle6tido
de flavina y adenina (FAD). Estas flavoenzimas participan en una serie de reacciones de oxidacion-reduccion que
incluyen la conversion de piridoxina y niacina. Las flavoenzimas también desempefian un papel en una serie de vias
metabdlicas tales como la desaminacion de aminoacidos, la degradacion de las purinas y la oxidacion de los acidos
grasos y, por lo tanto, ayudan a mantener el metabolismo de los hidratos de carbono, los aminoacidos y los lipidos.
La vitamina B2 puede incluirse en forma de riboflavina.

La vitamina B3, o "niacina", es el nombre comin de dos compuestos: el acido nicotinico (también denominado
niacina) y la niacinamida (también denominada nicotinamida). La vitamina B3 es importante para mantener niveles
saludables vy tipos de acidos grasos. También se requiere para la sintesis de la piroxidina, la riboflavina y el acido
félico. La administracion de vitamina B3 también puede producir una reduccion en los niveles de colesterol total
(LDL) y de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y un aumento en los niveles de colesterol de lipoproteinas de
alta densidad (HDL). El dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD) y el fosfato de NAD (NADP) son coenzimas
activas de niacina. Estas coenzimas participan en numerosas reacciones enzimaticas tales como la glucdlisis, el
metabolismo de los acidos grasos y la sintesis de esteroides. La vitamina B3 puede incluirse en forma de
niacinamida. En otra realizacion, la formulacién puede incluir una cantidad molar equivalente de niacina.

La vitamina B6 puede reducir los niveles de homocisteina. Las formas activas de vitamina B6, el piridoxal-5'-fosfato
(PLP) y el piridoxamina-5'-fosfato, son coenzimas para numerosas enzimas y, como tales, son importantes para la
gluconeogénesis, la formacion de niacina y el metabolismo de los eritrocitos. La vitamina B6 es una coenzima tanto
para la cistationina sintasa como para la cistationasa, enzimas que catalizan la formacion de cisteina a partir de
metionina. La homocisteina es un producto intermedio en este proceso, y los niveles elevados de homocisteina
plasmatica se reconocen como un factor de riesgo tanto para la enfermedad vascular como para los defectos del
tubo neuronal. La vitamina B6 puede incluirse en forma de clorhidrato de piridoxina.

La vitamina B9 puede prevenir los defectos del tubo neuronal tales como la espina bifida causada por el
metabolismo alterado de la homocisteina. La vitamina B9 también es importante para la formacion de glébulos rojos
y blancos dentro de la médula 6sea, y desempefia un papel en la formacién del hemo. Ademas, las deficiencias del
folato inhiben la actividad de la vitamina B1l. La vitamina B9 puede incluirse en forma de acido félico. En otra
realizacién, la vitamina B9 puede incluirse en las formas de &cido félico, folacina, metafolina, folato y/o uno o mas
isémeros naturales de folato que incluyen acido (6S)-tetrahidrofélico o un derivado de poliglutamilo del mismo, acido
5-metil-(6S)-tetrahidrofélico o un derivado de poliglutamilo del mismo, acido 5-formil-(6S)-tetrahidrofélico o un
derivado de poliglutamilo del mismo, acido 10-formil-(6R)-tetrahidrofélico o un derivado de poliglutamilo del mismo,
acido 5,10-metilen-(6R)-tetrahidrofélico o un derivado de poliglutamilo del mismo, &cido 5,10-metenil-(6R)-
tetrahidrofélico o un derivado de poliglutamilo del mismo y acido 5-formimino-(6S)-tetrahidrofélico o un derivado de
poliglutamilo del mismo. El 100 % del RDA para nifios de 6-59 meses es de 0,15 mg/dia. El 50 % del RDA para una
mujer adulta es de 0,2 mg/dia. Una forma (til de vitamina B9 para las formulaciones desveladas es el acido félico.

La vitamina B12 se puede convertir en las coenzimas activas metilcobalamina y 5'-desoxiadenosilcobalamina. Estas
coenzimas son necesarias para el metabolismo del acido félico, la conversion de la coenzima A y la sintesis de
mielina. La metilcobalamina también cataliza la desmetilacion de un cofactor de folato, que esta implicado en la
sintesis de ADN. La falta de desmetilacion puede ocasionar deficiencia de acido folico. La desoxiadenosilcobalamina
es la coenzima para la conversion de metilmalonil-CoA en succinil-CoA, que desempefia un papel en el ciclo del
acido citrico. La cobalamina, junto con la piridoxina y el acido félico, también participan en el metabolismo adecuado
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de la homocisteina, un producto de degradacion del aminoacido metionina que se correlaciona con un mayor riesgo
de enfermedades del corazon debido a sus efectos negativos en la funcion endotelial. La vitamina B12 puede
incluirse en forma de cianocobalamina. EI 100 % del RDA para nifios de 6 a 59 meses es de 0,0009 mg/dia. EI 50 %
del RDA para una mujer adulta es de 0,0012 mg/dia. Las formas Utiles de vitamina B12 para las formulaciones
desveladas incluyen la cianocobalamina y metilcobalamina.

La vitamina C es un cosustrato en las hidroxilaciones catalizadas con metal. Al igual que el beta-caroteno, la
vitamina C tiene propiedades antioxidantes. Interactia directamente con los radicales superdxido hidroxilo y el
oxigeno singlete, y también proporciona proteccién antioxidante para el folato y la vitamina E, manteniendo la
vitamina E en su forma mas potente. La vitamina C puede producir efectos protectores contra la preeclampsia al
participar en la eliminacién de los radicales libres. De hecho, se han observado niveles significativamente mas bajos
de vitamina C en las mujeres preeclampticas que en los controles.

La vitamina C también potencia la absorcién del hierro. Ademas, se requiere vitamina C para la sintesis del
colageno, la sintesis de epinefrina y la formacion de acidos biliares. Ademas, la vitamina C ha estado implicada en la
inhibicion de la aterosclerosis al estar presente en el fluido extracelular de la pared arterial y potenciar la actividad
del éxido nitrico, normalizando asi la funcién vascular. La vitamina C puede incluirse en forma de acido ascérbico. El
100 % del RDA para nifios de 6 a 59 meses es de 30 mg/dia. El 50 % del RDA para una mujer adulta es de 37,5
mg/dia. Las formas Utiles de vitamina C para las formulaciones desveladas incluyen acido ascérbico y ascorbato de
sodio.

La vitamina D3 es una sustancia "de tipo hormonal" soluble en grasa importante para el mantenimiento de los
huesos sanos. Esta vitamina aumenta la absorcion del calcio y del fésforo del tracto gastrointestinal y mejora la
reabsorcion de los minerales en el tejido 6seo. La vitamina D se puede convertir en su forma activa a partir de la
exposicion de la piel a la luz solar. Las deficiencias en la vitamina D3 pueden conducir a un aumento del recambio y
de la pérdida 6seo, y cuando son graves, a la osteomalacia o ablandamiento de los huesos. Se ha demostrado que
la suplementacién con vitamina D3 reduce moderadamente la pérdida ésea, aumenta el nivel de 25-hidroxi-vitamina
D y disminuye los niveles de hormona paratiroidea en suero. La vitamina D3 también desempefia un papel en el
mantenimiento de la homeostasis del calcio y del fésforo, pero también es activa en la diferenciacion celular y la
funcién inmune. La vitamina D3 puede incluirse en forma de colecalciferol. EI 100 % del RDA para nifios de 6 a 59
meses es de 0,005 mg/dia. El 50 % del RDA para una mujer adulta es de 0,0075 mg/dia. Las formas utiles de
vitamina D para las formulaciones desveladas incluyen el colecalciferol y el ergocalciferol.

La vitamina E es un antioxidante vitaminico soluble en grasa que se encuentra en las membranas biologicas donde
protege la membrana fosfolipida del estrés oxidativo. La vitamina E inhibe la oxidacion de los &cidos grasos
insaturados atrapando los radicales libres de peroxilo. También es un agente antiaterogénico, y los estudios han
demostrado un riesgo reducido de enfermedad coronaria con un aumento de la ingesta de vitamina E. Ademas, la
vitamina E, como el betacaroteno y la vitamina C, puede proporcionar efectos protectores contra la preeclampsia al
participar en la eliminacion de radicales libres. Al igual que con la vitamina C, se han observado niveles
significativamente mas bajos de vitamina E en las mujeres preeclampticas que en los controles. La vitamina E puede
incluirse en forma de acetato d-alfa-tocoferilo o succinato de d-alfa tocoferilo.

El hierro es necesario para transportar oxigeno a los tejidos corporales a través de la parte de hemoglobina de los
glébulos rojos. La ingesta suplementaria de hierro es fundamental para prevenir la anemia, un trastorno asociado
con varios estados fisiolégicos que incluyen, por ejemplo, el embarazo o una alta infestacion parasitaria. Las
formulaciones pueden incluir hierro en forma quelada o no quelada. El hierro puede incluirse en forma de un
complejo de hierro polisacéarido. En otra realizacién especifica, el hierro puede incluirse en forma de una cantidad
molar equivalente de fumarato ferroso. El 100 % del RDA para nifios de 6 a 59 meses es de 10 mg/dia. El 50 % del
RDA para una mujer adulta es de 9 mg/dia. Las formas utiles de hierro para las formulaciones desveladas incluyen
NaFeEDTA, sulfato ferroso, gluconato ferroso, fumarato ferroso y pirofosfato férrico.

El magnesio se encuentra principalmente en los huesos y los musculos, y es importante para mas de 300 reacciones
enzimaticas diferentes. Una funcion primaria del magnesio es la de unirse a los grupos fosfato en trifosfato de
adenosina (ATP), formando asi un complejo que ayude en la transferencia del fosfato de ATP. El magnesio también
funciona dentro de las células como un estabilizador de membrana. El magnesio desempefia papeles en la sintesis
de acidos nucleicos, la glucdlisis, la transcripcion del ADN y ARN, la activacién de aminoécidos, el transporte de
membranas, las reacciones de la transcetolasa y la sintesis de proteinas. También participa en la formacion de
cAMP, un segundo mensajero citosélico que desempefia un papel en los mecanismos de sefializacion celular. El
magnesio también funciona de manera sinérgica y antagonista con el calcio en la transmision neuromuscular. En
concreto, el magnesio es fundamental para el mantenimiento de los potenciales electroquimicos de las membranas
nerviosas y musculares, y las transmisiones de las conexiones neuromusculares, en particular importantes en el
corazon. No es sorprendente que la deficiencia de magnesio esté ligada a la enfermedad cardiovascular y a la
hipertensiéon. De hecho, la terapia oral con magnesio mejora la funcion endotelial en pacientes con enfermedad
coronaria.
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El magnesio esta disponible en varias sales y puede incluirse en las formulaciones en forma quelada o no. En una
realizacién, el magnesio se incluye en forma de 6xido de magnesio.

El cinc desempefia un papel en numerosas actividades metabdlicas tales como la produccion de acido nucleico, la
sintesis de proteinas y el desarrollo del sistema inmunitario. Existen mas de 200 metaloenzimas de cinc que incluyen
la aldolasa, la alcohol deshidrogenasa, la ARN polimerasa y la proteina quinasa C. El cinc estabiliza las estructuras
de ARN y ADN, forma dedos de cinc en los receptores nucleares y es un componente de proteinas de cromatina
implicadas en la transcripcion y la replicacion. Se ha demostrado que las deficiencias de cinc durante el embarazo
contribuyen a que se produzcan anomalias fetales graves. El cinc esta disponible en muchas formas y puede
incluirse en las formulaciones en forma quelatada o no. En una realizacion, el cinc puede incluirse en forma de 6xido
de cinc. El 100 % del RDA para nifios de 6 a 59 meses es de 4,1 mg/dia. El 50 % del RDA para una mujer adulta es
de 8 mg/dia. Las formas (tiles de cinc para las formulaciones desveladas incluyen acetato de cinc, gluconato de
cinc, picolinato de cinc y sulfato de cinc.

El selenio es un micronutriente esencial para los animales. El selenio es un componente de los aminoacidos
selenocisteina y selenometionina. El selenio funciona como cofactor para la reduccidon de enzimas antioxidantes
tales como las glutation peroxidasas y ciertas formas de tiorredoxina reductasa. La familia de enzimas de glutation
peroxidasa (GSH-Px) cataliza ciertas reacciones que eliminan las especies de oxigeno reactivo tales como el
perdxido de hidrégeno y los hidroperdxidos organicos.

El selenio también desempefia un papel en el funcionamiento de la glandula tiroides y en cada célula que usa la
hormona tiroidea, al participar como cofactor de los tres tipos conocidos de hormonas tiroideas desyodinasas, que
activan y luego desactivan varias hormonas tiroideas y sus metabolitos: las yodotironinas desyodinasas son la
subfamilia de enzimas desyodinasas que usan el selenio como el aminoacido selenocisteina, por lo demas, raro. El
selenio puede inhibir la enfermedad de Hashimoto, en la que las propias células de la tiroides del organismo son
atacadas como foraneas.

El manganeso es un nutriente traza esencial. Las clases de enzimas que tienen cofactores de manganeso son muy
amplias e incluyen oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas, ligasas, lectinas e integrinas.

El cobre es un oligoelemento esencial en los animales. Debido a su funcién para facilitar la absorcién del hierro, la
deficiencia de cobre puede producir sintomas similares a la anemia, neutropenia, anomalias 6éseas,
hipopigmentacién, deterioro del crecimiento, aumento de la incidencia de infecciones, osteoporosis, hipertiroidismo y
anomalias en el metabolismo de la glucosa y del colesterol.

El cobalto es un oligoelemento esencial. Es un componente clave de la cobalamina, también conocida como
vitamina B12, que es el principal reservorio biolégico de cobalto como “ultracligoelemento”. Las proteinas a base de
cobalamina usan corrina para contener el cobalto. La coenzima B12 presenta un enlace reactivo C-Co que participa
en sus reacciones. En seres humanos, la B12 existe con dos tipos de ligando de alquilo: metilo y adenosilo. MeB12
potencia las transferencias de grupos de metilo (-CH3). La version de adenosilo de B12 cataliza los reordenamientos
en los que un atomo de hidrégeno se transfiere directamente entre dos atomos adyacentes con un intercambio
concomitante del segundo sustituyente, X, que puede ser un atomo de carbono con sustituyentes, un atomo de
oxigeno de un alcohol o una amina. La coenzima A metilmalonilo mutase (MUT) convierte la MM1-CoA en Su-CoA,
una etapa importante en la extraccion de energia de proteinas y grasas.

El papel principal de yodo en la biologia animal es como componente de las hormonas tiroideas, la tiroxina (T4) y la
triyodotironina. Se componen de productos de condensacion de adicién del aminoacido tirosina, y se almacenan
antes de su liberacion en una proteina que contiene yodo denominada tiroglobulina. T4 y T3 contienen cuatro y tres
atomos de yodo por molécula, respectivamente. La glandula tiroides absorbe activamente el yoduro de la sangre
para producir y liberar estas hormonas en la sangre, acciones que estan reguladas por una segunda hormona. Las
hormonas tiroideas desempefian un papel basico en la biologia, actuando sobre la transcripcidon génica para regular
la velocidad metabdlica basal. La deficiencia total de hormonas tiroideas puede reducir la velocidad metabdlica basal
hasta en un 50 %, mientras que en la produccién excesiva de hormonas tiroideas, la velocidad metabdlica basal
puede aumentarse en un 100 %.

El yodo tiene una relacién nutricional con el selenio. Una familia de enzimas dependientes del selenio, denominadas
desyodinasas, convierte la T4 en T3 (la hormona activa) eliminando un atomo de yodo del anillo externo de tirosina.
Estas enzimas también convierten la T4 en T3 inversa (rT3) eliminando un atomo de yodo del anillo interno y
convirtiendo la T3 en 3,3'-diyodotironina (T2) también eliminando un atomo del anillo interno. También es importante
para el desarrollo fetal y neonatal. El 100 % del RDA para nifios de 6 a 59 meses es de 0,09 mg/dia. El 50 % del
RDA para una mujer adulta es de 0,075 mg/dia. Las formas Utiles de yodo para las formulaciones desveladas
incluyen yoduro de potasio y yodato de potasio.

También se pueden incluir otros agentes terapéuticos, nutricionales, profilacticos o de diagnéstico. En una

realizacién, se incorporan agentes antiparasitarios en las particulas. Los agentes antiparasitarios, tales como los
agentes antiprotozoarios, antihelminticos y combinaciones de los mismos, incluyen, pero sin limitacion,
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antinematodos, anticestodos, antitrematodos, antiamoébicos, antiprotozoarios y combinaciones de los mismos.

Los farmacos antinematodos adecuados incluyen, pero sin limitacion, bencimidazoles (por ejemplo, mebendazol,
tiabendazol), avermectinas (por ejemplo, ivermectina), pamoato de pirantel, dietilcarbamazina y combinaciones de
los mismos.

Los anticestodos adecuados incluyen, pero sin limitacién, niclosamina, praziquantel, albendazol, y combinaciones de
los mismos.

Los antitrematodos adecuados incluyen, pero sin limitacién, praziquantel.

Los antiamoébicos adecuados incluyen, pero sin limitacion, rifampina, anfotericina B y combinaciones de los
mismos.

Los antiprotozoarios adecuados incluyen, pero sin limitacion, melarsoprol, eflornitina, metronidazol, tinidazol,
miltefosina y combinaciones de los mismos.

Las particulas pueden contener uno o mas agentes antivirales y/o antimicrobianos. Los agentes adecuados incluyen
agentes antigripales, agentes antipoliovirus, agentes antihepatitis, agentes antiarborovirales (virus transmitidos por
artrépodos tales como fiebre del dengue, fiebre amarilla y malaria), agentes antirrotavirus, agentes anti-ébola,
agentes anti-virus Marburg, agentes anti-virus Lassa y combinaciones de los mismos. Los agentes antimicrobianos
adecuados incluyen, pero sin limitacion, agentes anti-colera, agentes anti-E-coli, agentes antituberculosos, agentes
anti-lepra y combinaciones de los mismos.

Se pueden combinar diferentes agentes y diferentes combinaciones de agentes en la misma particula, diferentes
particulas o combinaciones de las mismas. Esto se puede hacer por razones de conveniencia, tales como tener
particulas separadas para diferentes agentes por la conveniencia de combinar o mezclar diferentes agentes en
diferentes formulaciones, o para aumentar u optimizar la estabilidad o forma de los agentes en funcién de la
composicion de la particula.

Se pueden dispersar diferentes agentes y diferentes combinaciones de agentes en las mismas particulas de la
matriz, diferentes particulas de la matriz o combinaciones de las mismas. Esto se puede hacer por razones de
conveniencia, tales como tener particulas de matriz separadas para diferentes agentes por la conveniencia de
combinar o mezclar diferentes agentes en diferentes formulaciones, o para aumentar u optimizar la estabilidad o
forma de los agentes en funcion de la composicion de la particula.

Los agentes deben ser estables en las condiciones que se encuentran durante el almacenamiento, la preparacion
y/o la coccion de los alimentos.

B. Materiales matriciales

Las particulas se dispersan en una matriz que puede incluir materiales estabilizantes tales como azlcares y aceites,
hidrogeles o combinaciones de los mismos.

Azlcares/aceites estabilizantes

Las particulas se pueden dispersar en una matriz formada por uno o mas materiales estabilizantes tales como
azlcares y/o aceites. En una realizacion, la matriz se forma a partir de uno o mas azlcares que estabilizan los
materiales que forman las particulas. Los azlcares ilustrativos incluyen, pero sin limitacién, sacarosa, trehalosa e
hidratos de carbono tales como componentes vegetales.

Hidrogeles

La matriz para los micronutrientes puede formarse de un hidrogel, que luego se encapsule con sal para la
formulaciéon y administracion. Hay una serie de biocompatibles y GRAS (considerados, en general, seguros por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos). Los ejemplos demuestran la formulacién usando acido hialurénico.
Otros polimeros naturales incluyen ciclodextrina, colageno, alginato, gelatina y quitina. Los polimeros sintéticos que
forman hidrogeles incluyen polietilenglicol y copolimeros del mismo, dimetacrilato de etilenglicol, metacrilato de
hidroxietilo, poli(6xido de butileno), policaprolactona, poli(6xido de etileno) y copolimeros del mismo, poli(etilenimina),
polilmetacrilato de etilo), fumarato de propileno, poli(hidroxibutirato), poli(metacrilato de hidroxietilo),
poli(metacrilamida de hidroxipropilo), poli(acido lactico), poli(acido lactico-co-glicélico), poli(N-vinilpirrolidona),
poli(6xido de propileno), poli(alcohol vinilico), poli(acetato de vinilo) y poli(vinilamina). Se puede usar cualquier
material para formar la matriz siempre que se pueda recubrir con el recubrimiento o la cubierta de polimero.

Los polimeros se seleccionan por su compatibilidad con las condiciones de procesamiento y los requisitos de
estabilidad, y pueden requerir algunas modificaciones quimicas para aumentar la estabilidad en las condiciones que
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se usaran. Estos materiales se pueden usar en su forma polimérica pura (no gel), modificada y no modificada, o en
forma de gel. Los criterios para la seleccion incluyen 1) mejor estabilidad de los micronutrientes del ambiente (por
ejemplo, humedad, almacenamiento, coccion, etc.); 2) proteccién de los micronutrientes de otras especies
guimicamente reactivas; y 3) liberacion rapida (< 1 h) en liquido gastrico/estomago.

En la realizacién preferida, la matriz se fabrica de un derivado de acido hialurénico como se muestra a continuacion.
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C. Polimeros sensibles al pH, térmicamente estables

Se recubre o encapsulada la matriz con uno o mas polimeros biocompatibles térmicamente estables y sensibles al
pH. La solubilidad del polimero depende del pH de modo que se pueda lograr un punto de liberacion deseado
seleccionando el polimero apropiado. Por ejemplo, si se desea liberar en el estomago, el polimero sensible al pH se
disuelve idealmente a un pH inferior a 3, preferentemente inferior a 2, tal como 1-2. En otras realizaciones, se puede
desear la liberacion en el intestino delgado, en donde el polimero se disuelva al pH superior del duodeno (pH 6-6,5)
o0 intestino delgado, tal como 6-8, mas preferentemente 7-8. Para aplicaciones agricolas, tales como los suplementos
minerales para rumiantes como ganado, ovejas y cabras, la liberacion de pH de entre 5y 6 es deseable para lograr
la liberacion dentro del rumen.

El polimero también es térmicamente estable. "Térmicamente estable”, como se usa en el presente documento,
significa que a una temperatura dada, el recubrimiento polimérico no se degrada y permite la fuga de los materiales
del nicleo. Los polimeros preferidos son térmicamente estables durante la coccién, de modo que la formulacién se
puede agregar a los alimentos como la sal normal. Por lo general, los alimentos se preparan hirviendo o cocinando a
fuego lento durante de 10 minutos a horas, cocinando en una olla o sartén sobre el fuego, u horneando en un horno
durante de 15 minutos a una hora. Las formulaciones normalmente se disefiaran para las condiciones de coccién
mas comunes en la regidn geogréfica en la que se distribuira la formulacién de sal.

El polimero es preferentemente insoluble en agua, de modo que el recubrimiento polimérico no se disuelva cuando
esté en contacto con humedad o agua o una solucion acuosa, tal como durante el almacenamiento o la coccion. El
recubrimiento polimérico debe permanecer lo suficientemente intacto, por ejemplo, hasta o al menos
aproximadamente una hora, de modo que los agentes encapsulados no se liberen ni se desnaturalicen. El polimero
es suficientemente no poroso de manera que el agua u otros medios acuosos no puedan difundirse a través del
polimero y disolver los materiales en el nicleo. La ausencia de porosidad también puede servir para estabilizar los
materiales en el nucleo al evitar la oxidacion de los materiales sensibles al aire. EI material debe permanecer no
poroso en condiciones de almacenamiento durante un periodo de semanas a meses y durante al menos
aproximadamente 20 minutos a aproximadamente 4 horas, preferentemente durante al menos aproximadamente 20
minutos a aproximadamente 2 horas, mas durante al menos aproximadamente 20 minutos a aproximadamente 1
hora en condiciones de preparacion y/o coccién de alimentos.

Los polimeros ilustrativos incluyen polimetacrilatos comercializados con el nombre comercial EUDRAGIT®, polimeros
celulésicos naturales (por ejemplo, succinato de acetato de celulosa, ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa y succinato
de acetato de hidroxipropilmetilcelulosa) y otros polisacaridos (por ejemplo, alignato de sodio, pectina, quitosano) o
sus derivados semisintéticos o sintéticos, poli(2-vinilpiridina-co-estireno), ftalato de poli(acetato de vinilo), goma laca,
acidos grasos (por ejemplo, acido estearico), ceras, plasticos y fibras vegetales.

En algunas realizaciones, el uno o mas polimeros es un EUDRAGIT®. En algunas realizaciones, el EUDRAGIT® se
disuelve a un pH inferior a 6, preferentemente inferior a 5, 4 o 3, tal como de 1 a 3 o0 de 1 a 2. Dichos polimeros
tienen normalmente grupos funcionales, que estan protonados a bajo pH, tales como aminas, que aumentan la
solubilidad en medios acuosos debido a la formacién de grupos cargados. Los ejemplos de dichos polimeros
incluyen, pero sin limitacion, EUDRAGIT® E PO (metacrilato de dimetilaminoetilo, metacrilato de butilo y metacrilato
de metilo (proporcién 2:1:1); "EPQ"), quitosano, polimeros que son catiénicos o se vuelven catiénicos en ciertas
condiciones (por ejemplo, in vivo). A continuacién, se muestra la estructura de EUDRAGIT® E PO:
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En otras realizaciones, el polimero es un polimero entérico que se disuelve a un pH superior al pH del estémago, tal
como superior a pH 5-6. Dichos polimeros normalmente tienen grupos funcionales que forman sales (por ejemplo,
acidos carboxilicos) a un pH mas alto para aumentar la solubilidad. En algunas realizaciones, el polimero se disuelve
a un pH superior a aproximadamente 5,5, tal como EUDRAGIT®L 30 D-55 y L 100-55; superior a aproximadamente
6,0, tal como EUDRAGIT®L 100 y L 12,5; y superior a aproximadamente 7,0, tal como EUDRAGIT® S 100, S 125y
FS 30 D.

El espesor del recubrimiento o encapsulado polimérico puede variarse para lograr la velocidad de liberacion
deseada. En algunas realizaciones, el espesor del recubrimiento es de aproximadamente 1 Angstrom a cientos de
micrometros. En algunas realizaciones, el espesor del recubrimiento es de aproximadamente 5 a aproximadamente
200 micrometros, preferentemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 100 micrémetros, mas
preferentemente de aproximadamente 10 micrometros a aproximadamente 75 micrometros, lo mas preferentemente
de aproximadamente 20 micrometros a aproximadamente 50 micrometros.

En algunas realizaciones, las particulas de micronutrientes se pueden dispersar en el recubrimiento polimérico
sensible al pH, asi como en la matriz.

D. Recubrimientos de sal y otros recubrimientos

La matriz con recubrimiento polimérico que contiene particulas se puede recubrir con sal, azlcar u otro material de
recubrimiento, preferentemente sal. En la realizacion preferida, la sal es una o méas sales que son adecuadas para
ser consumidas por un animal, tal como un ser humano. Las sales ilustrativas incluyen, pero sin limitacion, cloruro de
sodio y/o potasio, cloruro de magnesio, yoduro de potasio, fosfatos y combinaciones de los mismos. En algunas
realizaciones, el espesor del recubrimiento es de aproximadamente 1 Angstrom a cientos de micrometros. En
algunas realizaciones, el espesor del recubrimiento es de aproximadamente 5 a aproximadamente 200 micrémetros,
preferentemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 100 micrémetros, mas preferentemente de
aproximadamente 10 micrometros a aproximadamente 75 micrometros, lo mas preferentemente de
aproximadamente 20 micrometros a aproximadamente 50 micrometros. Las sales pueden ser purificadas o impuras,
tales como la sal obtenida por evaporacion de sal o agua salobre. La concentracion de la sal puede ser del
aproximadamente 10 % al aproximadamente 80 % en peso de la particula, preferentemente del aproximadamente
10 % al aproximadamente 70 %, mas preferentemente del aproximadamente 20 % al aproximadamente 60 %, lo
mas preferentemente del aproximadamente 40 % al aproximadamente 60 %.

Otros materiales de recubrimiento incluyen azlcar y otros componentes alimentarios adecuados como
recubrimiento. El material de recubrimiento preferido puede ser compatible con y/o puede ayudar a que las
formulaciones sean compatibles con los alimentos, y los productos y componentes que se incluiran en los alimentos
(tal como durante la preparacion de alimentos o la coccion).

Para recubrir la matriz polimérica con sales, azdcar u otro material de recubrimiento, se pueden usar composiciones
que sirvan como aglutinantes para facilitar el recubrimiento. Los aglutinantes se usan para unir los cristales de sal
entre si y con la superficie de la matriz polimérica. Las composiciones ilustrativas usadas como aglutinantes
incluyen, pero sin limitacién, almidén de trigo, almidon de maiz, almidén de patata, alcohol polivinilico (PVA),
carboximetilcelulosa y metilcelulosa.

Ill. Métodos de fabricacién
A. Preparacion de particulas

Las particulas se pueden preparar usando técnicas conocidas en la técnica. La mezcla de vitaminas y minerales, y
cualquier otro agente, se procesa con uno 0 mas materiales estabilizantes para formar particulas usando una técnica
adecuada, tal como la cristalizacion, técnicas basadas en emulsiones, secado por pulverizacién y secado
instantaneo. La actividad y la estabilidad de las particulas se pueden evaluar usando técnicas conocidas en la
técnica tales como ELISA, ensayo colorimétrico, analisis elemental, espectroscopia de masas y/o HPLC. Se pueden
realizar estudios combinados de encapsulacién de nutrientes para determinar si alguno de los agentes de la
particula reacciona de manera adversa entre si. Si se observan dichas reacciones adversas, se pueden recubrir o
tratar de otro modo uno o mas de los agentes de las particulas para reducir o prevenir reacciones adversas. Las
particulas pueden tener un diametro medio de aproximadamente unos cuantos micrometros a aproximadamente 200
micrometros.

B. Encapsulacion polimérica de particulas
La matriz de particulas se encapsula en el polimero sensible al pH usando técnicas conocidas en la técnica. Las
técnicas adecuadas incluyen, pero sin limitacién, inmersién, recubrimiento, técnicas de encapsulacion basadas en

emulsién, secado por pulverizacion y lecho fluidizado. La cinética de liberacion de los agentes en las particulas
depende de varios factores tales como el pH al que se disolvidé el polimero y el espesor del recubrimiento. En
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algunas realizaciones, el espesor del recubrimiento es de aproximadamente 1 Angstrom a cientos de micrémetros.
En algunas realizaciones, el espesor del recubrimiento es de aproximadamente 5 a aproximadamente 200
micrometros, preferentemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 100 micrémetros, mas preferentemente
de aproximadamente 10 micrometros a aproximadamente 75 micrémetros, lo mas preferentemente de
aproximadamente 20 micrémetros a aproximadamente 50 micrometros.

C. Recubrimiento de sal

Las particulas encapsuladas en polimero pueden recubrirse con una o mas sales (u otro material de recubrimiento)
usando técnicas conocidas en la técnica. Un método preferido usa un lecho fluidizado. Otras técnicas adecuadas
incluyen la cristalizacion de la sal en la cubierta de polimero y las técnicas de fabricacion de sal en seco y en
hdamedo. El didmetro de las particulas finales recubiertas de sal puede variar, pero normalmente es de
aproximadamente 500 microdmetros a aproximadamente 1.000 micrometros (1 mm).

IV. Métodos de uso

Las formulaciones tales como las formulaciones de sal enriquecida, se pueden envasar y distribuir para su uso
durante la preparacion y la coccién de alimentos. Las formulaciones pueden usarse sin recubrimiento de sal (u otros
recubrimientos) para enriquecer harina y otros alimentos. El material de recubrimiento usado se puede seleccionar
en funcién del alimento en el que se use la formulacién. Ademas, las formulaciones pueden soportar la esterilizacién
liquida y solida, que es Util para bebidas, alimentos liquidos o preparados alimentarios sélidos.

Las formulaciones descritas en el presente documento se pueden usar para tratar o prevenir la desnutricion y/o la
deficiencia de micronutrientes, en particular, en poblaciones susceptibles a dichas enfermedades, tales como nifios y
adultos de paises en desarrollo y paises que sufren sequia grave. Las formulaciones descritas en el presente
documento pueden incorporarse en vehiculos alimentarios para su uso por las poblaciones necesitadas. Debido a la
gran variabilidad en los vehiculos alimentarios de consumo comun por las poblaciones necesitadas, las
formulaciones desveladas se pueden usar con e incorporarse en varios vehiculos alimentarios, que incluyen harina
de trigo, aceite para cocinar, azUcar y sal.

En algunas realizaciones, las particulas contienen los micronutrientes esenciales vitaminas A, B1, B2, B3, B6, B7,
B9, B12, C, D y E; molibdeno, cromo, selenio, yodo, cobre, manganeso, cinc y hierro. La cantidad de micronutrientes
incorporada en las particulas puede basarse el RDA para un determinado micronutriente. Por ejemplo, la cantidad
de micronutrientes puede basarse en el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % del RDA.

En algunas realizaciones, la formulacion se usa para el enriquecimiento universal donde la poblacién diana es la
poblacién general, incluyendo los individuos sanos. La formulaciéon contiene el 100 % del RDA para el yodo y una
cantidad inferior o igual al 50 % del RDA para el resto de los micronutrientes. En otras realizaciones, la formulacién
se usa para el enriquecimiento diana en el que la poblacion diana son hogares deficientes en micronutrientes. La
formulacion puede contener, por ejemplo, el 100 % del RDA para nifios de 6 a 59 meses.

En realizaciones particulares, 2 g/dia de la formulacién pueden proporcionar el 100 % del RDA para nifios para los
micronutrientes yodo (0,09 mg/dia), cinc (4,1 mg/dia), acido félico (0,15 mg/dia), vitamina B12 (0,0009 mg/dia),
vitamina A (0,4 mg/dia), vitamina C (30 mg/dia), vitamina D (0,005 mg/dia) y hierro (10 mg/dia).

En otras realizaciones, 5 g/dia de la formulacion pueden proporcionar el 50 % del RDA para mujeres adultas para los
micronutrientes yodo (0,075 mg/dia), cinc (8 mg/dia), acido félico (0,2 mg/dia), vitamina B12 (0,0012 mg/dia),
vitamina A (0,45 mg/dia), vitamina C (37,5 mg/dia), vitamina D (0,0075 mg/dia) y hierro (9 mg/dia).

Los datos en los ejemplos muestran que las formulaciones que contenian B9 y B12 no mostraron liberacion en agua
a temperatura ambiente o a 100 °C. Sin embargo, en el fluido gastrico simulado (SGF), las formulaciones liberaron
todas las B9 y B12 en aproximadamente una hora. El ELISA mostré que B9 y B12 eran estables en las
formulaciones descritas en el presente documento y no se degradaron ni se desnaturalizaron.

En otras realizaciones, las formulaciones se pueden usar en varios alimentos e ingredientes basicos. Por ejemplo,
las formulaciones pueden constituirse o incluirse en ingredientes alimentarios tales como sal, azlcar, aceite, harina,
bicarbonato sdédico, levadura en polvo, almidén de maiz, mantequilla, manteca, sémola (como de maiz u otra harina
de grano), café, té, especias, saborizantes, extractos, etc. Los ejemplos de alimentos en los que se pueden
incorporar las formulaciones incluyen bebidas tales como leche, agua, soda y otras bebidas carbonatadas, bebidas
deportivas, zumos, productos horneados tales como panes, bizcochos, galletas y tartas, alimentos procesados tales
como yogur, queso, y barritas nutritivas o energéticas.

En otras realizaciones, las formulaciones se usan para fines agricolas. Los minerales y la sal son esenciales para la
salud animal, y es dificil que estas formulaciones mantengan la integridad en condiciones climaticas adversas y en
almacenamiento. Estas formulaciones son resistentes a la intemperie y son estables en almacenamiento con calor y
alto nivel de humedad. Las ventajas de la liberacion dependiente del pH son que las formulaciones pueden
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disefiarse para proporcionar una liberacién maxima en la zona del tracto gastrointestinal donde la absorcidon es mas
eficaz, tales como el rumen. Se obtienen beneficios adicionales mediante la incorporacion de vitaminas y
medicamentos tales como agentes antihelminticos que, de otro modo, tendrian que administrarse por separado.

La presente invencién se comprendera mejor haciendo referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplos

Ejemplo 1. Estudios de solubilidad de polimeros

Métodos y materiales

Se evalué la solubilidad del polimero disponible en el mercado metacrilato de dimetilaminoetilo, metacrilato de butilo
y metacrilato de metilo (proporcién de 2:1:1) (EUDRAGIT® E PO ("EPO")) a un pH de 1-12. Se afiadieron 10 mg/ml
del polimero a soluciones que tenian un pH de 1; 2; 4; 7,4; 10 y 12, y se observaron durante 8 horas.

Se disolvi6 EUDRAGIT® E PO en fluido gastrico simulado (SGF) a 37° C a diversas concentraciones durante 2,5
horas para determinar el limite de solubilidad en el fluido gastrico simulado.

Resultados

En la Figura 2, se muestra la solubilidad dependiente del pH. En un periodo de dos horas, se disuelve el polimero a
pH 2 e inferior. El polimero resulté ser insoluble a pH 4, 7,4, 10y 12.

En la Figura 3, se muestra disolucién en el fluido gastrico simulado ("SGF"). EPO tiene una solubilidad maxima de 50
mg/ml. Dado que el volumen del estdmago es de 20 a 100 ml, se pueden administrar de 1 a 5 g de EPO en el
estébmago y seguir manteniendo la disolucion completa.

Ejemplo 2. Estudios de liberacién de colorante de mez  clas de colorante/azUlcar cristalizadas recubiertas con
EUDRAGIT® E PO

Materiales y métodos

Se cristalizaron 0,6 ml de una solucién de azlcar/colorante (trehalosa 0,5 M + sacarosa) en un vaso de precipitados.
Se recubrio la mezcla cristalizada con 1 ml de una solucién de EUDRAGIT® E PO ("EPQ") en acetona (1 %, 5 %,
10 % y 20 %). El espesor de la pelicula de EPO se fotografié y se midio.

Se estudio la cinética de liberacion en agua y SGF (volumen de liberacién de 4 ml) durante un periodo de dos horas.
Los puntos de tiempo se tomaron a los 10 min, 1 hora y 2 horas, y se cuantifico la liberaciéon de colorante mediante
la medicién de la absorbancia a 628 nm.

Usando el recubrimiento de EPO al 5 %, se ensayo la liberacion a diferentes temperaturas.

Resultados

En la Figura 4, se muestran los resultados del espesor de la pelicula. En el EPO al 1 %, el espesor del recubrimiento
era de aproximadamente 5 micrémetros, mientras que en el EPO al 20 %, el espesor del recubrimiento era de
aproximadamente 200 micrémetros. La variacion de la concentracion del polimero varia el espesor del
recubrimiento. Se puede usar cualquier disolvente organico volatil para disolver el polimero. Los disolventes
poliméricos representativos incluyen disolventes organicos tales como cloroformo, diclorometano, tetrafluoroetileno y
acetato de acilo.

Los resultados cinéticos de liberacion se muestran en la Figura 5. En el agua, hubo liberacion de colorante
despreciable, y en el SGF, la velocidad de liberacion del colorante se correlacioné con el espesor.

En las Figuras 6A y 6B, se muestran los resultados de la liberacion con respecto a la temperatura. Se liberé un
colorante despreciable en agua a 100 °C (Figura 6A). El colorante se liberé mas rapido en el SGF a 37 °C, que es la
condicion fisiolégicamente relevante (Figura 6B).

Ejemplo 3. Estudios de liberacion de micronutrientes recubiertos con EUDRAGIT © E PO

Materiales y métodos

Se cristalizaron 0,6 ml de soluciones de nutrientes/azucar (proporcion 1:1) y se recubrieron con una solucién al 5 %
(en peso) de EUDRAGIT® E PO ("EPQ") en acetona.
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Para imitar la preparacién del alimento y luego la ingestién, se sumergieron las muestras en 4 ml de agua (a 25 °C o
100 °C) durante una hora y se transfirieron a 4 ml de fluido gastrico simulado a 37 °C durante dos horas. Se tomaron
alicuotas a 1, 2 y 3 horas, y se cuantificé la liberacion usando ELISA.

Resultados

Los resultados se muestran en las Figuras 7A y 8A (una hora a temperatura ambiente, y luego a temperatura
corporal) y 7B y 8B (una hora a la temperatura de ebullicion del agua, luego a la temperatura corporal). Para la
Vitamina B9 (Figuras 7A 'y 7B) y B12 (Figuras 8A y 8B), hubo liberacién despreciable en el agua a 25 °C y 100 °C, y
una liberacién casi completa tras una hora en SGF.

Ejemplo 4. Encapsulacion de micronutrientes en un hid rogel

Materiales y métodos

Preparacion de las HGP de HA: las HGP se formularon mediante un método de reticulacion en emulsion inversa
segun Jha et al., Biomaterials, 30:6964 (2009). Se modularon tanto la densidad de reticulacién como el tamafio de
los HGP de manera sistematica. Se caracterizaron las HGP formuladas con microscopio electrénico de barrido
(SEM), Coulter Counter Multisizer 3 y analisis de proporcion de hinchamiento. Se cuantifico el perfil de degradacion
de las HGP de HA en respuesta al cambio de pH mediante el ensayo de carbazol siguiendo a Xu et al., Biomaterials,
33:9049 (2012). Para formular las HGP cargadas con MN, se afiadi6 la carga util a la solucién acuosa de HA antes
del proceso de reticulacion en emulsién inversa.

Formulacion de MS que contienen HGP de HA: se usé poli(metacrilato de butilo-co-metacrilato de (2-
dimetilaminoetilo)-co-metacrilato de metilo) ("EPO") como polimero para formular las MS. La formulacion se realizé a
través de una técnica de evaporacién del disolvente. Las HGP de MS de EPO desarrolladas se caracterizaron por
SEM, asi como por microscopia confocal a través del marcaje fluorescente de HGP.

Estudios de liberacion de MN de HGP de MS de EPO: el estudio de liberacion se realizéd en tres condiciones
diferentes: (1) en agua a ta; (2) en SGF a 37 °C; y (3) en agua a 100 °C. Se cuantificé la liberacion de los MN usando
un espectrometro UV-Vis o ELISA.

Resultados y analisis

Se desarrollé una plataforma de administracion que consistia en un nucleo a base de particulas de hidrogel (HGP)
de acido hialurénico (HA) para la encapsulacion de MN y una cubierta de microesferas (MS) termoestable y soluble
a bajo pH que rodeaba a las HGP para su proteccion. La cubierta de las MS puede envolverse de cloruro de sodio,
produciéndose sal enriquecida en MN. Se muestra que el sistema encapsula eficazmente los MN, mantiene su
estabilidad en condiciones de coccion y libera la carga util en fluido gastrico simulado (SGF) con los perfiles de
liberacion deseados. Esta plataforma de particulas poliméricas tiene un gran potencial para el enriquecimiento de
sales en MN.

Preparacion de HGP de HA: se formularon HGP con tamafios de 4 + 2 ym y 19 + 7 ym mediante el método de
emulsion inversa. El tamafio de particula obtenido por SEM y Coulter Counter coincide bien entre si. Las
proporciones de hinchamiento de las HGP se midieron como 23 + 3 ym y 20 £ 4 ym, respectivamente. Las HGP
fueron estables en agua, sin embargo, se obtuvo un 58 * 4 % de pérdida de peso sumergiendo las HGP en SGF
durante 2 horas.

Formulacion de MS que contenian HGP de HA: se formularon HGP de MS de EPO con un tamafio medio de 200 um
por evaporacioén del disolvente. Se distribuyeron HGP de HA homogéneamente dentro de las microesferas a base de
EPO. La distribucién de las HGP dentro de las MS también fue revelada por SEM y microscopia confocal.

Estudios de liberacion de MN a partir de HGP de MS de EPO: se encontrd una liberacién limitada de MN al sumergir
las HGP de MS de EPO en agua tanto a RT como a 100 °C. Por el contrario, se obtuvo la liberacion completa de los
MN en el SGF a 37 °C tras la disolucion de EPO y la degradacién hidrolitica de las HGP.

Conclusiones

Se desarrollé y se caracterizé un sistema de administracién polimérico sensible al pH. La plataforma podia
encapsular diversos tipos de MN para el enriquecimiento de sal.

Ejemplo 5. Caracterizacion y propiedades de liberaci  6n de particulas de hidrogel

Materiales y métodos
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Se encapsularon el mineral representativo, NaFeEDTA, y la vitamina representativa, Vitamina B12, dentro de
particulas formadas como se describe en el Ejemplo 4 usando los derivados de acido hialurénico descritos en el
Esquema 1 anterior, HA-CHO y HA-HYZ.

Se caracterizaron las particulas de hidrogel por su liberacién a lo largo del tiempo a temperatura ambiente y 37 °C,
en agua y en fluido gastrico simulado.

A continuacién, se encapsularon las particulas en EPO, como se muestra a continuacion:

CHs CH; CHj

*Te

:

CH4 O

N CH,
e e \\a e
P

\\{')
/
O ) /
7

C4Ho CHa

Esquema 2
EPO se refiere a un copolimero cationico disponible en el mercado formado por metacrilato de butilo, metacrilato de
dimetilaminoetilo y metacrilato de metilo. El nombre IUPAC apropiado es poli(metacrilato de butilo-co-metacrilato de
(2-dimetilaminoetilo)-co-metacrilato de metilo). La estructura quimica del Esquema 2 muestra las unidades de
repeticion anteriores que constituyen el EPO.
Resultados

Tabla 2: Propiedades de derivados de HA y particulas resultantes

PMp* (KDa) PMn* (KDa) PDI* SD**

HA-HYZ 764 346 2,2 37
HA-CHO 609 304 2,0 65

Velocidad de emulsion Tamario de Proporcion de
Muestra . . -

(rpm) particula hinchamiento

HGP4 1.500 4+2 23+3
HGP19 500 19+7 20+4
* Determinado mediante GPC.
** SD: Grado de sustitucion, determinado por RMN de 'Ho yodometria.

La Figura 9 muestra la estabilidad hidrolitica de las particulas de hidrogel de HA. Se compar6 la masa de gel en
funcién del tiempo de incubacion a temperatura ambiente en agua o a 37 °C en fluido gastrico simulado con el
tiempo en horas.

Las Figuras 10A y 10B son graficos que muestran la liberacion in vitro acumulativa de un mineral representativo,
NaFeEDTA, y una vitamina representativa, la Vitamina B12, a partir de las particulas de hidrogel a lo largo del
tiempo en horas.

Los factores que afectan el tamafio de las particulas incluyen la velocidad de agitacién, la cantidad de tensioactivo,
la concentracién de polimero, la proporcion entre el disolvente organico (alcohol polivinilico, PVA) y el no disolvente
(agua) y la temperatura. 10 mg/ml de PVA produjeron particulas de 200 micrémetros, y 50 mg/ml de PVA produjeron
particulas de 25 micrémetros.
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La SEM muestra que las particulas fueron estables a 100 °C durante dos horas. La SEM, microscopia optica y
microscopia confocal, mostré que las particulas de hidrogel se distribuyeron homogéneamente con las microesferas
de EPO.

Las Figuras 11A y 11B muestran la liberacién de los micronutrientes NaFeEDTA y vitamina B12 a partir de las
microesferas de EPO-hidrogel de HA a temperatura ambiente en agua, a 37 °C en fluido gastrico simulado y a 100
°C en agua, a lo largo del tiempo en horas.

Ejemplo 6. Estudios de encapsulacion y liberacion de micronutrientes

Materiales y métodos

Se encapsularon ocho micronutrientes esenciales, presentados en la Tabla 3, y se estudio su liberacion in vitro.

El micronutriente hierro se usa de dos formas, hierro-EDTA (NaFeEDTA) y sulfato de hierro (FeSO.). El hierro-EDTA
es una forma estable de hierro, pero a altas dosis, la formulacién puede suministrar demasiado EDTA para los nifios

pequefios. La incorporacion de sulfato de hierro a la formulacién es mas segura para los nifios.

Tabla 3. Valores diarios recomendados de micronutrientes para algunos grupos (fuente: Instituto de Medicina)

Mujeres de Mujeres Mujeres en Nifios de
. . 19 a 30 embarazadas lactancia de 19 la3
Micronutriente Formas ~ o ~ ~
afnos de 19 a 30 afios a 30 afios afnos
(mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia)
. NaFeEDTA/
Hierro FeSO. 18 27 18 7
Cinc Oxido de cinc 8 11 12 3
Vitamina A Palmitato de 0,70 0,77 1,3 0,30
retinilo (deco)
Vitamina B9 Acido félico 0,4 0,6 0,5 0,15
Vitamina B12 Vitamina B12 0,0024 0,0026 0,015 15
Vitamina C Acido ascorbico 75 85 0,015 15
Vitamina D Vitamina D3 0,015 0,015 0,015 0,015
Yodo Yoduro de 0,15 0,22 0,29 0,09
potasio

Se desarrollaron ensayos internos para la deteccion de micronutrientes y la determinacion de la eficacia de la
encapsulacién y la cinética de liberacion. En la siguiente Tabla 4, se presenta un resumen de los métodos de

deteccién de micronutrientes.

Tabla 4 - Resumen de los ensayos de deteccion e intervalos de deteccién de los micronutrientes

Micronutrientes Métodos Intervalp’de
deteccidn
Yodato (KIO3) UV-Vis 0-12,5 pg/ml
Hierro (NaFeEDTA) UV-Vis 0-50 pg/ml
Hierro (FeS0,) Calorimétrico 0-100 pmol
Cinc (ZnSO0.) Calorimétrico 0-4 nmol
Vitamina A UV-Vis 0-30 pg/ml
Vitamina 89, acido UV-Vis 0-400 ng/ml
olico
Vitamina B12 UV-Vis 0-40 ng/mi
Vitamina C Calorimétrico 0-10 nmol
Vitamina D3 UV-Vis 0-300 pg/ml

Se encapsulé yodo a una eficiencia del 75,2 + 8,9 %, con carga de yodo por mg de EPO de 21,2 + 2,5 ug. El yodo,
administrado en forma de yoduro de potasio (KIO3), se encapsuld directamente en las MS de EPO a través de un
proceso solido/aceite/agua. EPO100: 100 mg/ml de EPO usado para la emulsién (Figura 12A); EPO200: 200 mg/ml
EPO usado para la emulsién (Figura 12B).
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Se encapsuld vitamina A a una eficiencia del 31,3 + 5,0 %, con carga de vitamina A por mg de EPO de 7,4 + 1,2 ug.
La vitamina A se mezcl6é directamente con EPO en diclorometano (DCM) y se encapsulé en las microesferas de
EPO.

Se encapsuld vitamina D3 a una eficiencia del 79,9 + 7,4, con carga de vitamina D3 por mg de EPO de 19,8 + 1,8
pg. La vitamina D3 se mezclo directamente con EPO en DCM y se encapsul6 en las microesferas de EPO.

Se encapsulé vitamina C a una eficiencia del 11,95 + 0,65 %, con carga de vitamina C por mg de EPO de 13,75 +
0,75 ug. La vitamina C se mezcl6 directamente con EPO y se encapsulé en las microesferas de EPO.

Se encapsuld vitamina B9 (acido félico) en microesferas de EPO-gelatina a una eficiencia del 51,4 + 3,1 %, con
carga de vitamina B9 por mg de EPO de 1,66 + 0,11 pg.

Resultados

KIO; se liber6 de forma constante en un entorno de fluido géastrico simulado (SGF) a 37 °C, y un aumento en la
concentracion de EPO redujo la fuga del KIOs;. Ademas, las MS de EPO que contenian KlO3 fueron estables a 100
°C en agua durante el tiempo de incubacion de dos horas (Figuras 12A y 12B), con una liberacion acumulativa de
KIO3 del aproximadamente 20 %. Una mayor concentracién de EPO redujo la fuga de KIOs.

Las MS de EPO con vitamina A encapsulada mostraron una liberacion limitada de la vitamina a temperatura
ambiente y a 100 °C en agua. La liberacion completa de vitamina A se obtuvo en SGF a 37 °C (Figura 13).

Se observé una liberacion rapida y completa de vitamina D3 en SGF a 37 °C y una liberacién lenta y limitada en
agua a temperatura ambiente y 100 °C (Figura 14).

Se encontré una liberacién limitada de vitamina C tanto a temperatura ambiente como a los 100 °C de ebullicién del
agua después de dos horas. La liberacion completa de la vitamina C se observé en SGF a 37 °C después de 0,5
horas (Figura 15).

Se encontré una liberacion limitada de vitamina B9 a temperatura ambiente tras dos horas. Se encontré una ligera
fuga a los 100 °C de ebullicion del agua. La liberacién completa de la vitamina B9 se observé en SGF a 37 °C
después de 0,5 horas (Figura 16).

La adicion de aceite al 1 % durante la ebullicion no aumentd la liberacién de vitamina B12 después de dos horas.

Ejemplo 7. Recubrimiento de matriz polimérica consa les

Materiales y métodos

Se ensayaron diversas composiciones para determinar su capacidad para unir cristales de sal entre si y con una
superficie de perlas. Se prepard una solucion homogénea de una composicion de aglutinante y NaCl (200 mg/ml) en
agua usando almidén de trigo (0,5 % en peso seco), almidén de maiz (0,5 % en peso seco), almidén de patata
(0,1 % en peso seco), alcohol polivinilico (PVA) (1 % en peso seco), carboximetilcelulosa (1 % en peso seco) o
metilcelulosa (1 % en peso seco) como aglutinantes. Las soluciones se secaron a 100 °C en vidrio de reloj, y se
compararon la morfologia y la flexibilidad de las peliculas resultantes.

Se usaron perlas de poliestireno como particula modelo para demostrar el recubrimiento de sal. Se recubrieron
perlas de poliestireno (PS) marcadas con colorante hidr6fobo con sal mediante la suspension de las perlas de PS en
solucion de NacCl/aglutinante y se dejaron secar a 100°C en el horno durante la noche, o mediante el uso de un
recubrimiento de lecho fluido. El lecho fluidizado se realiz6 en condiciones controladas y a gran escala (1 | de
volumen) usando carboximetilcelulosa (4 mg/ml) y NaCl (200 mg/ml). La temperatura de entrada del lecho fluido fue
de 93,9 °C (200 °F), el rendimiento del recubrimiento fue del 97,6 % en peso. El espesor del recubrimiento se podia
adaptar ajustando la concentracion de los materiales de recubrimiento.

Resultados

Basandose en la morfologia y en la flexibilidad de las peliculas de aglutinante/sal obtenidas, se seleccionaron
carboximetilcelulosa y almidén de maiz como los aglutinantes preferidos para el recubrimiento de sal.

Los experimentos de recubrimiento de perlas de PS demostraron que el lecho fluido era un enfoque factible para el
recubrimiento de sal. El enfoque del lecho fluido permiti6é el recubrimiento homogéneo de las perlas de PS hasta un
espesor uniforme con sal usando carboximetilcelulosa como aglutinante (Figura 18A). El espesor de la capa de
recubrimiento salina fue de 135 um. El espesor del recubrimiento se puede adaptar ajustando la concentracion de
los materiales de recubrimiento.
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Sumario

Se formularon microesferas (MS) de HA (modificado y no modificado), gelatina y EPO mediante un método de
emulsion. El tamafio de las particulas se puede ajustar facilmente cambiando la concentracion del tensioactivo, la
velocidad de agitacion, etc. La incorporacion correcta de HA y particulas de gelatina en las MS de EPO se demostré
mediante microscopio éptico, SEM y analisis de microscopio confocal. Las MS de EPO-HA y las MS de EPO-
gelatina formuladas son estables en agua hirviendo durante al menos 2 horas. Los micronutrientes (8
fundamentales) se encapsularon faciimente. Se encontré la fuga limitada de MN (< 20 %) sumergiendo la particula
en agua tanto a temperatura ambiente como en agua hirviendo durante 2 horas. Por el contrario, se encontro la
liberacion completa de los MN cuando las particulas se sumergieron en SGF (pH 1,2) después de 2 horas. La capa
homogénea de sal (NaCl) se recubrié con éxito sobre la superficie de las perlas de PS (usadas como modelo). Se
usaron aglutinantes farmacéuticos para ayudar al recubrimiento.

Se demostré que las formulaciones de EPO desarrolladas protegen a los MN en condiciones de coccion y los liberan
en el estomago. El lecho fluidizado demostr6 ser una técnica para el recubrimiento de sal.

Ejemplo 8. Estudios de estabilidad

Se ensayaron las formulaciones para determinar los factores que aumentan la estabilidad y las caracteristicas de
fuga para determinados nutrientes.

Vitamina C

Al aumentar la concentracién del recubrimiento polimérico, se redujo significativamente la liberacién de &acido
ascorbico durante la coccion a 100 °C, y la recuperacion de acido ascorbico aumentd significativamente. El acido
ascorbico puede oxidarse e hidrolizarse, produciendo una reduccién de la bioactividad. Los compuestos identificados
en concreto como estabilizantes, el acido ascorbico, el acido transferalico (FA), el acido cafeico (CA) y el acido p-
cumarico (p-CA) pueden usarse en las particulas y la matriz para estabilizar la vitamina C. Los ensayos con acido
transferdlico (FA) y acido p-cumarico (p-CA) demostraron que la recuperacion del acido ascoérbico aumenté
significativamente después de 100 °C durante dos horas cuando se incluyeron en la formulacion. El aumento de la
concentracion de acido ascorbico (1 mg/ml frente a 78 ug/ml) también aument6 considerablemente su estabilidad y
recuperacion después de la coccion.

Para aumentar la carga del acido ascoérbico en las formulaciones, se deben afiadir grandes cantidades de acido
ascorbico en el proceso de formulacién inicial. Sin embargo, el uso de una gran cantidad de acido ascorbico puede
disminuir el pH del agua durante la formulacién, y esta condicién de bajo pH también puede disolver el polimero que
se use para preparar las microparticulas. Para evitar este problema de bajo pH, se puede usar ascorbato de sodio,
gue tiene una bioactividad equivalente a la del acido ascorbico. Se puede recuperar mas del 60 % en peso de
ascorbato de sodio (NaAA) después de 2 horas de calentamiento a 100 °C. El aumento del contenido de carga de
vitamina C puede mejorar significativamente su estabilidad en condiciones de coccién (Tabla 5).

Tabla 5. Aumento de la concentracidn/del contenido de carga de la vitamina C (ascorbato de sodio)

Carga de L 0
NaAA para la EPO NaAA por mg EflClencw}'de % de -
formulacion de las (mo) de MS de encapsulacioén de recuperacion
0, (o]
MS de EPO (mg) EPO (ug) NaAA (%) tras 100 °C
100 200 117,05 + 4,48 35,11 +1,34 59,90 £ 1,53
200 200 132,51 + 0,69 26,50 £ 0,14 66,22 £ 1,37
50 200 123,31 +2,38 61,66 +1,19 72,01 £1,15

Vitamina D3

La vitamina D3 no es estable bajo el calor. La alteraciéon implica el cierre de anillo que permite la generacion de
piroisdmeros e isopiroisomeros. Nuestro estudio muestra que la vitamina D3 es estable en agua a temperatura
ambiente, asi como en condiciones acidas, SGF (pH = 1,2) a 37 °C. Sin embargo, se degradd en agua a 100 °C
después de 2 horas. La recuperacion de vitamina D3 en agua a 100 °C depende de la concentracion. Cuando la
cantidad inicial de vitamina D3 aumentd, la recuperacion después de 2 horas de coccion también aumentd, del 2 %
(15 pg) al 12 % (60 pg), al 40 % (240 pg) y al 60 % (1 mg). La encapsulacion de vitamina D3 en la matriz de EPO
ayudé a estabilizar la vitamina D3. El pico de absorbancia caracteristico de la vitamina D3 se conservo en EPO con
D3 después de 100 °C en agua durante 2 horas. En comparacion, la vitamina D3 por si misma en las mismas
condiciones se degradé por completo (a partir del resultado del espectro UV). Con HPLC, la recuperacion de D3 en
D3-EPO se cuantificé en aproximadamente el 47 %. Como conclusion, la encapsulacion de vitamina D3 en la matriz
de EPO aument6 drasticamente la estabilidad de la vitamina D3 en condiciones de coccién (100 °C durante 2 horas).
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Vitamina B12

Se encapsulé vitamina B12 en las microesferas de EPO-HA, y se sometieron a autoclave. Las condiciones del
autoclave fueron de 110,316 kPa (16 psig) y 121,1 °C (250 °F) durante 30 minutos. No se encontraron fugas graves

de vitamina B12. Por lo tanto, las formulaciones pueden sobrevivir y prevenir la fuga de MN en condiciones de
autoclave.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2647791 T3

REIVINDICACIONES
1. Una formulacién de sal que comprende:

particulas que comprenden uno o mas agentes terapéuticos, agentes profilacticos, agentes nutracéuticos,
agentes de diagnéstico o combinaciones de los mismos;

una matriz formada por excipiente inerte que tiene las particulas dispersadas en el mismo;

un recubrimiento polimérico sensible al pH sobre la superficie exterior de, o que rodea, la matriz, en donde el
recubrimiento polimérico es resistente a la penetracién del agua en la matriz y proporciona la liberacion de las
particulas tras la exposicién a un pH definido; y

un recubrimiento de una o mas sales sobre el recubrimiento polimérico sensible al pH;

en donde la formulacion es estable hasta una hora a 100 °C.

2. La formulaciéon de la reivindicacion 1, en la que las particulas comprenden vitaminas, minerales traza,
micronutrientes o combinaciones de los mismos.

3. La formulacién de las reivindicaciones 1 o 2, en la que la matriz esta parcial o completamente formada por
materiales seleccionados del grupo que consiste en sales, azlcares, hidratos de carbono, aceites, grasas, ceras,
proteinas y combinaciones de los mismos.

4. La formulacion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que la matriz esta parcial o completamente
formada por un hidrogel.

5. La formulacién de la reivindicacion 4, en la que el hidrogel esta formado por uno o mas polimeros seleccionados
del grupo que consiste en acido hialurénico, ciclodextrina, colageno, alginato, quitina, polietilenglicol y copolimeros
del mismo, dimetacrilato de etilenglicol, metacrilato de hidroxietilo, poli(6xido de butileno), policaprolactona,
poli(6xido de etileno) y copolimeros del mismo, poli(etilenimina), poli(metacrilato de etilo), fumarato de propileno,
poli(hidroxiburirato), poli(metacrilato de hidroxietilo), poli(metacrilamida de hidroxipropilo), poli(acido Ilactico),
poli(acido lactico-co-glicélico), poli(N-vinilpirrolidona), poli(6xido de propileno), poli(alcohol vinilico), poli(acetato de
vinilo) y poli(vinilamina).

6. La formulacién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que el recubrimiento polimérico comprende
uno o mas polimeros sensibles al pH que se disuelven a un pH de aproximadamente 1 a 5, preferentemente de
aproximadamente 1 a 3, mas preferentemente de aproximadamente 1 a 2.

7. La formulacion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que el recubrimiento polimérico comprende
uno o mas polimeros sensibles al pH que se disuelven a un pH de aproximadamente 5 a 8, preferentemente de
aproximadamente 5 a 7, mas preferentemente de aproximadamente 5 a 6.

8. La formulacién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que el polimero sensible al pH se selecciona
del grupo que consiste en poli(metacrilato de butilo)-co-(dimetilaminoetilo)-co-(metacrilato de metilo), polimeros
catiénicos, polimeros que se vuelven catidnicos en condiciones fisiol6gicas y combinaciones de los mismos.

9. La formulacion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que el polimero sensible al pH se selecciona
del grupo que consiste en polimetacrilatos que contienen grupos funcionales que forman sales a un pH superior a
5,0, polimeros celulésicos naturales, polisacéaridos, ftalato de acetato de polivinilo, goma laca, acidos grasos, ceras,
plasticos, fibras vegetales y combinaciones de los mismos.

10. La formulaciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 2-9, en la que las vitaminas, minerales traza y
micronutrientes se seleccionan del grupo que consiste en hierro, cinc, manganeso, cobre, yodo, selenio, molibdeno,
cromo, vitamina A, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B3, vitamina B6, vitamina B9 (acido félico), vitamina B12,
vitamina C, vitamina D3, vitamina E, vitamina K, acido pantoténico, biotina y combinaciones de los mismos.

11. La formulacion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que comprende ademas agentes antiparasitarios.
12. La formulacién de la reivindicacion 11, en la que los agentes antiparasitarios se seleccionan del grupo que
consiste en agentes antinematodos, anticestodos, antitrematodos, antiamoébicos, antiprotozoarios y combinaciones
de los mismos.

13. La formulacién de la reivindicacion 12, en la que los agentes antinematodos se seleccionan del grupo que
consiste en mebendazol, pamoato de pirantel, tiabendazol, dietilcarbamazina, ivermectina y combinaciones de los

mismos.

14. La formulacion de la reivindicacion 12, en la que los anticestodos se seleccionan del grupo que consiste en
niclosamina, praziquantel, albendazol y combinaciones de los mismos.
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15. La formulacién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en la que la sal del recubrimiento de sal se
selecciona del grupo que consiste en cloruro de sodio o de potasio, cloruro de magnesio, yoduro de potasio, fosfatos
y combinaciones de los mismos.

16. La formulacién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-15 para su uso en un método de suministro de sal,
minerales traza, vitaminas, micronutrientes o combinaciones de los mismos a un individuo que lo necesita.

17. El método de la reivindicacion 16, en el que la formulacién se proporciona para la coccion.

18. El método de la reivindicacion 16, en el que la formulacién se proporciona en forma a granel a animales
agricolas.

19. La formulacién de una cualquiera de las reivindicaciones 11-14 para su uso en un método de tratamiento de una
infeccion parasitaria.
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