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DESCRIPCION
Microencapsulacion de sustancias bioactivas y métodos de obtencion de la misma
Campo de la invencion

La presente invencion proporciona microparticulas y métodos de obtencion de tales microparticulas para proteger
sustancias bioactivas encerradas del calor, la humedad, la oxidacion y los ataques gastricos.

Técnica anterior relacionada

Una dificultad comun asociada con la incorporacion de sustancias funcionales y/o farmacos en productos alimenticios
es la pérdida de actividad con el tiempo, la descomposicién durante el procedimiento de fabricacion de los alimentos
y/o la destruccion durante el paso del producto a través del tracto digestivo del organismo. El riguroso entorno de
algunos procedimientos alimentarios, como la molienda, el mezclado, el horneado y la extrusion, puede destruir
muchas sustancias bioactivas antes de que se conviertan en productos alimenticios terminados. Esto es especialmente
cierto para enzimas y vitaminas que son sensibles a la mayoria de los tipos de procesamientos alimentarios
convencionales. Por tanto, la industria alimentaria esta buscando continuamente nuevas composiciones y métodos
que protejan los compuestos bioactivos frente a la descomposicion durante el procesamiento, el almacenamiento y el
transito gastrico.

Problemas adicionales resultan de la interaccion entre los compuestos bioactivos deseados y otros componentes
alimenticios, tales como quelantes de metales, tensioactivos, componentes higroscopicos, etc. (Choe y Min, 2006). Un
método para proteger y potenciar la retencion y liberacion apropiada de una sustancia bioactiva es la encapsulacion.
La encapsulacion también puede usarse para proteger la sustancia bioactiva del oxigeno, el agua y la luz, asi como
para convertir la sustancia en un polvo que fluye libremente que puede incorporarse facilmente en diversos productos
alimenticios. Se han realizado varios intentos a lo largo de los afios para revestir o incorporar agentes bioactivos en
muchos tipos diferentes de biopolimeros o polimeros sintéticos, incluyendo proteinas, hidratos de carbono y grasas
solidas (Nissim G., 2008).

La mayoria de los métodos de encapsulacion utilizan sustancias portadoras solubles en agua tales como proteinas,
azucares, almidones modificados y gomas (documentos PCT/US2004/004003, W0O2004/082660). Los métodos de
encapsulacion tipicos incluyen secado por pulverizacion, recubrimiento en suspension de aire, enfriamiento y
refrigeracion por pulverizacion, cocristalizacion y extrusion centrifuga. Sin embargo, estos tipos de encapsulacion no
son adecuados para proteger agentes bioactivos en productos alimenticios que contienen agua o tienen una alta
actividad acuosa debido a la oxidacion y la posterior degradaciéon de las sustancias bioactivas encapsuladas en
condiciones acuosas. Puesto que el agua esta implicada en la preparacion de la mayoria de los alimentos en alguna
fase del procedimiento de fabricacion de los alimentos y el almacenamiento, la encapsulacion en polimeros solubles
en agua tiene aplicabilidad limitada para mejorar la estabilidad de los compuestos bioactivos, o para controlar la
retencion de sustancias bioactivas y dirigir su liberaciéon de manera programada.

Para superar el problema de pérdida de actividad durante el procesamiento o el almacenamiento en entornos
himedos, en ocasiones se usa encapsulacion de grasa o recubrimiento superior de las particulas solubles en agua
con una capa protectora de grasas sdlidas. Los ejemplos propuestos de métodos de recubrimiento con grasas sdlidas
incluyen: la patente estadounidense n.° 4.350.679, que da a conocer la aplicacion de un recubrimiento con cera de
carnauba sobre un gel blando. La funcionalidad del recubrimiento de cera es mejorar la resistencia mecanica de la
envoltura y la resistencia a la humedad, tal como se describe en la patente estadounidense n.° 5.789.014 en la que
una cera, en forma de polvo o microgranulo con un punto de fusién de entre 40°C y 50°C, se calentd por encima de
su punto de fusion y se usoé para recubrir en un aparato de recubrimiento de lecho fluidizado.

La publicacion de solicitud de patente estadounidense n.° 2006/0051425 da a conocer métodos para
microencapsulacion de principios activos en un recubrimiento de multiples capas. El recubrimiento de mdltiples capas
compuesto por diversas ceras y gomas protege al principio activo durante todo el procesamiento, formulacion y
almacenamiento, y permite una liberacion controlada del principio activo. La publicacién de solicitud de patente
estadounidense n.° 2007/0042184 da a conocer un método de enfriar por pulverizacion perlas acuosas que
comprenden el principio activo que se encapsula en o mediante una matriz de envoltura hidréfoba de grasas sdlidas.
Sin embargo, un problema principal de estos tipos de microencapsulacion es que el recubrimiento se rompe facilmente
cuando se afiade agua los procedimientos de fabricacion de alimentos convencionales. Otro problema con el uso del
recubrimiento con grasas es su limitacion a productos alimenticios que se procesan a temperaturas por debajo del
punto de fusion de la grasa. Por ejemplo, este procedimiento no es aplicable para un procedimiento alimentario que
incluye hervido, horneado, secado por pulverizacion o extrusion, donde se producen temperaturas muy superiores a
los 70°C porque la grasa de recubrimiento llega a licuarse y se pierden sus propiedades protectoras.

Los documentos de patente US5897896, US4765996, WO 2008/017962 y KR 1000708810 dan a conocer diversas
microparticulas recubiertas.
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El objeto de esta invencion es proporcionar una composicion y un método de encapsulacion de una sustancia bioactiva
que supere estos problemas.

Sumario de la invenciéon

La invencion dada a conocer en el presente documento, permite un alto grado de carga de un principio activo en una
microparticula, que presenta un alto grado de resistencia al calor y fuerza de cizalladura, y se desea un alto grado de
estabilidad de la particula en entornos de alta actividad acuosa. Se desea particularmente que tales microparticulas
también presenten cinética de liberacidon superior en regiones absorbentes o en cualquier caso apropiadas del
intestino.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a microparticulas tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Un aspecto todavia adicional de la presente invencién se refiere a un método de obtencién de microparticulas sélidas
que fluyen libremente tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Las capas depositadas sobre el nucleo bioactivo aumentan el tamafo del nicleo de aglomerado bioactivo al menos
dos veces y mas preferiblemente desde aproximadamente 2 hasta 10 veces el tamafo del nucleo de aglomerado
bioactivo. Preferiblemente, las microparticulas son sustancialmente esféricas, pero también son aplicables otras
formas geométricas incluyendo, pero sin limitarse a, de varilla, triangulares, elipticas y de miltiples facetas.

Otros aspectos y caracteristicas de la invencion se describen en mas detalle a continuacion.
Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la vista microscépica (200X) de particulas granuladas que contienen una vitamina A o granulos de
beta-caroteno. Se observaron las particulas en aceite para determinar la integridad y la estabilidad (agrietamiento) del
recubrimiento de doble capa.

La figura 2 muestra la vista microscopica (400X) de microparticulas recubiertas preparadas con y sin un emulsionante
de capa interior tras mezclado de dos horas en aceite, ejemplificando el valor de la capa de emulsionante en la
prevencion del agrietamiento de las particulas.

La figura 3 muestra la liberacion de un pigmento de caroteno de granulos recubiertos y no recubiertos en jugos gastrico
(pH-2) e intestinal (pH-7,4) simulados. (A) Las particulas no recubiertas se disolvieron completamente en el jugo
gastrico y liberaron su carga de caroteno a la disolucion gastrica. (B) Los granulos recubiertos protegieron el caroteno
en el jugo gastrico pero (C) se disolvieron completamente en el jugo intestinal liberando el pigmento a la disolucion
intestinal. Las particulas se incubaron durante 2 horas a 37°C en jugo gastrico (pH 2) o jugo intestinal (pH 7,4)
simulado.

Descripcion detallada de la invenciéon
Definiciones

“Microparticula”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una particula seca en un intervalo de tamafo
de entre 50-5000 micrémetros que se compone de una sustancia bioactiva aglomerada revestida en una doble capa
de emulsionante y grasas sélidas. Las microparticulas engloban todas las microparticulas de la invencién, ya sean
granulos, perlas, hebras, particulas, o cualquier otra acumulacion sélida.

Las “sustancias bioactivas” incluyen ampliamente cualquier compuesto, o mezclas del mismo, que puede
administrarse por las microparticulas para producir un resultado beneficioso en un organismo al que se ha
administrado el compuesto o la mezcla. La sustancias bioactivas pueden ser microbios, bacteriéfagos y virus vivos o
muertos, compuestos solubles o de solubilidad limitada, tales como una fase oleosa, polvo u otra forma solida. El
término “bioactivo” incluye, pero no se limita a, microbios probidticos, virus, bacteriéfagos, liposomas, proteinas o
péptidos (tales como enzimas, vacunas, anticuerpos, péptidos antimicrobianos), antibioéticos, pesticidas, herbicidas,
germicidas, biocidas, alguicidas, rodenticidas, fungicidas, insecticidas, antioxidantes, promotores del crecimiento de
plantas y animales, inhibidores del crecimiento de plantas y animales, conservantes, productos nutracéuticos,
desinfectantes, agentes de esterilizacion, catalizadores, reactivos quimicos, agentes de fermentacién, alimentos,
piensos, suplementos de alimentos o piensos, nutrientes, aromas, colores, colorantes, cosméticos, farmacos,
vitaminas, esterilizantes sexuales, inhibidores de la fertilidad, promotores de la fertilidad, purificadores de aire,
atenuadores de microorganismos, acidos nucleicos (por ejemplo, ARN, ADN, acido nucleico peptidico, vectores,
plasmidos, ribozimas, aptameros, dendrimeros y similares), y otros agentes que proporcionan actividad mejorada en
el sitio de accion.

“Aglomeracion”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un procedimiento de transformacion de
particulas finas en particulas mas grandes mediante la adicion de un agente aglomerante y la introduccion de una
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fuerza externa. Los métodos de aglomeraciéon pueden incluir secado por pulverizacion, recubrimiento en paila y
encapsulacion en disco giratorio (también conocida como encapsulacion por separacidon con suspension rotativa),
encapsulacion de fluido supercritico, aglomeracién en suspension de aire, aglomeracion en lecho fluidizado,
enfriamiento/refrigeracion por pulverizacion (incluyendo particulacion de matriz), extrusion, extrusion centrifuga, molino
de microgranulos, granulacion en perlas, captura por pulverizacion en hidrogel y otros métodos de aglomeracion
conocidos en la técnica.

“Agente de aglomeracion”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier aditivo para la sustancia
bioactiva que se aglomera que produce fuerza de union en la particula aglomerada. Un agente de aglomeracion puede
ser un liquido o sdlido que forma un relleno de matriz, pelicula o puente o que produce una reacciéon quimica. Los
ejemplos pueden incluir disoluciones acuosas, hidratos de carbono, proteinas y cualquier combinacion de los mismos.
Los hidratos de carbono pueden ser cualquier azicar o estar compuestos por cadenas mas largas de unidades de
monosacaridos. Los hidratos de carbono simples incluyen, pero no se limitan a, mono y disacaridos, glucosa, fructosa,
galactosa, sacarosa, lactosa, maltosa, maltodextrina y trehalosa. Los hidratos de carbono complejos incluyen, pero no
se limitan a, agar, alginato, arabinoxilano, carragenano, carboximetilcelulosa, celulosa, quitosano, curdlano, b-glucano,
goma guar, goma arabica, goma garrofin, lignina, pectina, goma xantana y almidones (naturales o modificados). La
proteina puede ser cualquier proteina de origen animal o vegetal adecuada que incluye, pero no se limitan a, gelatinas,
proteinas de la leche, proteinas zeinas, proteinas de soja, proteinas de trigo (naturales, aislados, modificadas o
hidrolizadas).

“Grasas soélidas”, tal como se usa en el presente documento, son cualquier lipido o una mezcla de lipidos que se
convierten en una forma soélida a la temperatura final en la que se almacenan las microparticulas o el producto
alimenticio que contienen las microparticulas e incluyen ampliamente, pero no se limitan a, cualquier aceite y grasa
procedente de plantas, algas, hongos, levaduras, bacterias o animales y/o productos hidrocarbonados ya sean
naturales u obtenidos por medios quimicos. Los aceites y grasas animales sdlidos incluyen: sebo de bovino (pf 35-
38°C), sebo de cordero (pf 40-45°C), manteca, ésteres de colesterol, estearina (pf 49-75°C) y acido estearico (pf 71°C).
Los aceites vegetales solidos incluyen: aceite hidrogenado, aceite de coco, manteca de coco, manteca de cacao,
equivalentes de manteca de cacao y ésteres de fitoesterol. Las ceras naturales incluyen: cera de carnauba (pf 78-
81°C), cera de candelilla (pf 68°C), cera de abejas (pf 60-63°C), aceite de esperma de ballena (pf 42-49°C), cera de
Japon y aceite de jojoba endurecido (pf 30-40°C). Los hidrocarburos (insaponificables) incluyen: cera de parafina (pf
35-36 C), cera de Montana (pf 76-84°C), cera de ceresina (pf 60-85°C). El punto de fusion final de los lipidos puede
manipularse mezclando dos o mas lipidos de puntos de fusién diferentes. Los aceites liquidos pueden convertirse en
grasas solidas a aproximadamente a la temperatura ambiente a través de hidrogenacion y pueden usarse o bien solos
o bien en una mezcla con otros lipidos liquidos o sélidos siempre que el lipido final sea sélido a la temperatura a la
que se mantienen las microparticulas o el producto alimenticio que contienen las microparticulas.

“Emulsionantes”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula compuesta por un componente
lipdfilo y un componente hidréfilo. Los ejemplos tipicos de emulsionantes son lecitinas, monoglicéridos, diglicéridos,
monoglicéridos fosfatados, ésteres de monoglicéridos, ésteres de monoglicéridos de acido succinico, ésteres de
monoglicéridos de acido diacetiltartarico, ésteres de acidos grasos de sacarosa, ésteres de acidos grasos de
propilenglicol, ésteres de acidos grasos de sorbitano, ésteres de acidos grasos de poliglicerol.

“Antioxidantes”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos que interrumpen la cadena de
reaccion de radicales libres. Ejemplos tipicos de tales antioxidantes son aminoacidos (por ejemplo, glicina, histidina,
tirosina, triptéfano) y derivados de los mismos, carotenoides (por ejemplo, astaxantina, zeaxantina, luteina, etc.),
carotenos (por ejemplo, a-caroteno, -caroteno, licopeno, etc.) y derivados de los mismos, acido lipoico y derivados
de los mismos (por ejemplo, acido dihidrolipoico), quelantes (por ejemplo, a-hidroxiacidos grasos, acido palmitico,
acido fitico, lactoferrina, etc.), a-hidroxiacidos (por ejemplo, acido citrico, acido lactico, acido malico, etc.), acido
hdmico, acido biliar, extractos biliares, bilirrubina, biliverdina, EDTA, EGTA y derivados de los mismos, acido félico y
derivados de los mismos, ubiquinona y ubiquinol y derivados de los mismos, vitamina C y derivados de los mismos
(por ejemplo, palmitato de ascorbilo, fosfato de ascorbilo y Mg, acetato de ascorbilo, etc.), tocoferoles y derivados (por
ejemplo, acetato de vitamina E), vitamina A y derivados (por ejemplo, palmitato de vitamina A), zinc y derivados del
mismo (por ejemplo, ZnSO,), selenio y derivados del mismo (por ejemplo, metionina de selenio) y antioxidantes
naturales (por ejemplo, romero, salvia, orégano, tomillo, jengibre, ajedrea, pimienta negra, pimienta roja, clavo,
mejorana, albahaca, menta piperita, hierbabuena, balsamo comun, hinojo, perejil, canela, comino, nuez moscada, ajo,
cilantro).

La presente invencidn proporciona composiciones y métodos para producir dichas composiciones que protegen una
sustancia bioactiva durante el procesamiento y el almacenamiento de alimentos. En particular, la invencion
proporciona una microcapsula que comprende un nucleo que consiste en un agente aglomerante y una sustancia
bioactiva que esta rodeada por una doble capa de un emulsionante y grasas solidas. Se encontré inesperadamente
que una sustancia bioactiva que se protege en una particula de nucleo y se recubre con una doble capa compuesta
por una capa interior rica en emulsionante y una capa exterior de grasa sdlida, es extraordinariamente estable y
permanece intacta tanto en la fase hidrofila como en la hidréfoba.

Un aspecto de la invencién es una composicion que comprende una sustancia bioactiva y un agente aglomerante, en
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la que la concentracion del agente aglomerante en la composicion es de desde aproximadamente el 1% hasta
aproximadamente el 50% en peso de la sustancia bioactiva. En una realizacion preferida, la concentracion del agente
aglomerante en la composicion es de desde aproximadamente el 2% hasta aproximadamente el 20% en peso de la
sustancia bioactiva. Una variedad de sustancias bioactivas son adecuadas para su uso en esta invencion. En general,
la sustancia bioactiva comprende al menos una sustancia bioactiva. Una variedad de agentes aglomerantes son
adecuados para su uso en esta invencion. En general, el agente aglomerante comprende al menos un hidrato de
carbono o proteina. El hidrato de carbono poder un hidrato de carbono simple o un hidrato de carbono complejo
compuesto por cadenas mas largas de azulcares. La proteina puede ser cualquier proteina de origen animal o vegetal
adecuada (natural, aislado, modificada o hidrolizada).

Para preparar la composicién, se pone en contacto una disolucién de proteinas o hidratos de carbono con una
sustancia bioactiva para formar microparticulas aglomeradas secas en un intervalo de tamafio de desde 50-5000
micrémetros. Las microparticulas aglomeradas se secan entonces mediante técnicas bien conocidas en la técnica, tal
como secado con aire caliente, secado por pulverizacion, liofilizacién o evaporacion a vacio. La particula aglomerada
se recubre entonces con una doble capa que consiste en una capa interior rica en emulsionante y una capa exterior
rica en grasas solidas. En la figura 1 se presentan microparticulas tipicas de la presente invencion.

Una variedad de emulsionantes son adecuados para su uso en esta invencion. En una realizacion, el emulsionante
puede ser una mezcla de fosfolipidos, tal como lecitina. Las fuentes comerciales de lecitina incluyen soja, arroz,
semillas de girasol, yemas de huevo y grasa de leche. La lecitina puede desaceitarse y tratarse de manera que sea
una mezcla de fosfolipidos esencialmente pura. La lecitina también puede modificarse para hacer que los fosfolipidos
sean mas solubles en agua. Las modificaciones incluyen hidroxilacion, acetilacion y tratamiento enzimatico, en el que
uno de los acidos grasos se elimina mediante una enzima fosfolipasa y se reemplaza por un grupo hidroxilo.

Una variedad de grasas sdlidas son adecuados para su uso en esta invencion. En general, las grasas solidas pueden
ser aceites y grasas solidos simples de animales y plantas y ceras naturales. En una realizacién preferible, el punto
de fusién de la grasa sélida es de al menos 40°C y preferiblemente por encima de 60°C. El punto de fusion final de las
grasas solidas puede manipularse mezclando dos o mas grasas con puntos de fusion diferentes. Los aceites liquidos
pueden convertirse en grasas solidas a través de hidrogenacion y pueden usarse o bien solas o bien en una mezcla
con otras grasas liquidas o sélidas siempre que formen un polvo que fluye libremente a la temperatura a la que se
mantienen las microparticulas o el producto alimenticio que contienen las microparticulas.

La composicién también puede consistir en un antioxidante para estabilizar adicionalmente la sustancia bioactiva y
para impedir su oxidaciéon. Una variedad de antioxidantes son adecuados para su uso en esta invencion. La
concentracion del antioxidante puede oscilar entre aproximadamente el 0,001% y aproximadamente el 1% en peso en
la particula aglomerada, y entre aproximadamente el 0,01% y aproximadamente el 10% en peso en la capa interior.

En realizaciones adicionales, también pueden incluirse aglutinantes y lubricantes en el recubrimiento de doble capa.
Los ejemplos incluyen acido estearico, estearato de magnesio, estearato de calcio u otro estearato metalico, talco,
ceras y glicéridos, aceite mineral ligero, PEG, behenato de glicerilo, silice coloidal, almidén de maiz, polietilenglicoles,
sulfatos de alquilo, benzoato de sodio, acetato de sodio, etc.

La razén del emulsionante con respecto a las grasas sélidas en la doble capa variara dependiendo de la naturaleza
del emulsionante y las grasas sélidas. En particular, la concentracion de emulsionante en la capa interior sera de una
cantidad suficiente requerida para mantener la firmeza de la capa interior a la temperatura a la que se mantienen las
microparticulas o el producto alimenticio que contienen las microparticulas. La concentraciéon del emulsionante oscilara
en general entre aproximadamente el 5% y aproximadamente el 50% en peso de la capa interior. En una realizacion,
la concentracion del emulsionante puede oscilar entre aproximadamente el 5% y aproximadamente el 30% en peso
de la capa interior. En otra realizacion, la concentracion del emulsionante puede oscilar entre aproximadamente el 5%
y aproximadamente el 20% en peso de la capa interior. En una realizacion preferida, la concentracion del emulsionante
puede oscilar entre aproximadamente el 20% y aproximadamente el 40% en peso de la capa interior.

En una realizacion particular, la temperatura de fusién de la capa exterior es sustancialmente mas alta que la
temperatura de fusién de la capa interior. Especificamente, la capa exterior estda compuesta predominantemente por
grasas solidas que tienen alta temperatura de fusién. En una realizacion preferida, la capa exterior esta compuesta
por aceite hidrogenado, ceras naturales o hidrocarbonadas que tienen un punto de fusién de desde aproximadamente
55°C hasta aproximadamente 85°C.

La microparticula de la presente invencion se forma generalmente aglomerando en primer lugar la sustancia bioactiva
para convertir sustancias finamente articuladas en un tamafo medio de particula deseado que permita un
recubrimiento superior. Aunque algunas sustancias particuladas presentan una pegajosidad o caracter adhesivo
inherente, adecuado para proporcionar la adherencia de particula necesaria para la aglomeracion, la practica ha sido
durante mucho tiempo poner en contacto la sustancia con una disolucién que contiene agentes aglomerantes, de tal
manera que se promueve la adherencia de la particula cuando se agita una masa de las particulas. Habitualmente se
introduce la disolucion de agente aglomerante como una pulverizacién o niebla, seguido por secado del producto
aglomerado para eliminar la humedad afiadida para la aglomeracion.
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Un agente aglomerante preferido en esta invencion son los hidratos de carbono o proteinas. Los ejemplos no limitativos
de hidratos de carbono incluyen azucares, almidones, gomas o combinaciones de los mismos. Los ejemplos no
limitativos de proteinas incluyen gelatinas, proteinas de la leche, proteinas zeinas y proteinas vegetales o
combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, puede afiadirse al menos un antioxidante a la mezcla. En
realizaciones que comprenden hidratos de carbono simples, puede formarse una disolucién que comprende desde
aproximadamente el 5% hasta el 50% azlcares. En una realizacion, la concentracion de los hidratos de carbono
simples en la disolucion puede oscilar entre aproximadamente el 20% y aproximadamente el 30% en peso. En
realizaciones que comprenden hidratos de carbono complejos, puede formarse una disoluciéon que consiste en desde
aproximadamente el 0,5% hasta el 10% de hidratos de carbono complejos. En una realizacion, la concentracion de
los hidratos de carbono complejos en la disolucion puede oscilar entre aproximadamente el 1% y aproximadamente el
5% en peso. En realizaciones que comprenden proteinas, puede formarse una disolucion que comprende desde
aproximadamente el 1% hasta el 5% de proteinas. En una realizacion preferida, la disolucion aglomerante es una
mezcla de hidratos de carbono simples e hidratos de carbono complejos y puede incluir ademas al menos un
antioxidante adicional.

Para obtener las microparticulas aglomeradas, la disolucion de agente aglomerante habitualmente se introduce como
una pulverizacion o niebla y se deja que entre en contacto con la sustancia bioactiva agitada y que forme
microparticulas aglomeradas en un intervalo de tamafio de desde 50-5000 micrémetros. Las microparticulas
aglomeradas se secan entonces mediante técnicas bien conocidas en la técnica, tal como secado con aire, secado
por pulverizacion, liofilizacion o evaporacion a vacio. Las microparticulas aglomeradas resultantes estan
sustancialmente libres de agua. La sustancia bioactiva se estabiliza ahora parcialmente en el hidrato de carbono y un
complejo antioxidante, pero todavia es faciimente soluble en contacto con el agua.

Para proporcionar un entorno sustancialmente resistente al agua y proteccion térmica para la composicion de la
presente invencion, se usa un recubrimiento de doble capa que consiste en una capa interior rica en emulsiéon y una
capa exterior rica en grasas solidas. En una realizacion, la concentracion del emulsionante en la capa interior sera de
una cantidad suficiente para proporcionar una capa soélida a la temperatura a la que se mantienen las microparticulas
o el producto alimenticio que contienen las microparticulas. En una realizacion, la capa interior es una composicion
sustancialmente libre de agua y comprende una mezcla de grasas sdlidas, emulsionante y antioxidante. En una
realizacion preferida, la capa interior comprende aceite hidrogenado o cera natural, lecitina o monoglicéridos, y
tocoferoles o extractos de hierbas. La mezcla de aceite se calienta ligeramente por encima de su punto de fusién y se
pulveriza sobre las microparticulas aglomeradas en agitacion constante. El recubrimiento de capa interior se aplica
hasta que la masa total de las microparticulas ha aumentado en del 10% al 25% de su peso inicial. En una realizacion
preferida, el recubrimiento de capa interior se aplica hasta que la masa total de las microparticulas ha aumentado en
del 15% al 20% de su peso inicial.

Todavia en ofra realizacion, se proporciona una capa exterior sustancialmente libre de agua. El recubrimiento de capa
exterior comprende grasas solidas comestibles de alto punto de fusién. La temperatura de fusion de la capa exterior
es sustancialmente mas alta que la temperatura de fusién de la capa interior. En una realizacion preferida de la
invencion, la capa exterior esta compuesta por aceite hidrogenado, ceras naturales o ceras hidrocarbonadas que
tienen un punto de fusién de desde aproximadamente 60°C hasta aproximadamente 85°C. En una realizacion
especialmente preferida, la grasa soélida comestible se combina con un plastificante (por ejemplo, acido estearico,
estearato de magnesio, estearato de calcio u otro estearato metdlico, talco, ceras y glicéridos, aceites minerales
ligeros, PEG, behenato de glicerilo, silice coloidal, almidén de maiz y derivados de almidon, polietilenglicoles, sulfatos
de alquilo, benzoato de sodio, acetato de sodio, etc.). La mezcla de grasa sélida se calienta hasta estar ligeramente
por encima de su punto de fusion y se pulveriza uniformemente sobre la capa interior que recubre las microparticulas
aglomeradas con agitacion constante. El recubrimiento de capa exterior se aplica secuencialmente encima de la capa
interior hasta que la masa total de las microparticulas aumenta en del 20% al 60% de su peso inicial. En una realizacion
preferida, el recubrimiento de capa exterior se aplica hasta que la masa total de las microparticulas aumenta en del
30% al 50% de su peso inicial.

Sin querer restringirse a ninguna teoria particular, el recubrimiento de doble capa hace que la microparticula sea
insoluble en agua y resistente a la rotura. La figura 2 demuestra el efecto del recubrimiento de capa interior rica en
emulsionante sobre la estabilidad de la particula. Cuando la microparticula se usa en el procesamiento de alimentos
que implica altas actividades acuosas, el recubrimiento de doble capa sirve como una barrera sustancial a la humedad,
protegiendo y estabilizando de ese modo la sustancia bioactiva de nucleo. También preserva y protege la sustancia
bioactiva de las exposiciones al calor y la cizalladura que acompafian a la preparacion y el horneado de la masa. En
tales condiciones, las capas se fundiran y caeran sobre la sustancia bioactiva del nucleo (es decir, el complejo de
hidratos de carbono) y por tanto todavia proporcionara proteccion sustancial del calor y la humedad.

Pueden emplearse varios métodos para crear la microparticula de la presente invencion. Los métodos de aglomeracion
pueden incluir secado por pulverizacion, recubrimiento en paila y encapsulacién en disco giratorio (también conocida
como encapsulacion por separacion con suspension rotativa), encapsulacion de fluido supercritico, aglomeracion en
suspension de aire, aglomeracion en lecho fluidizado, enfriamiento/refrigeracion por pulverizacion (incluyendo
particulacion de matriz), extrusion, extrusion centrifuga, captura por pulverizacion en hidrogel y otros métodos de
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aglomeracién conocidos en la técnica.

En un aspecto de la presente invencion, puede emplearse el mismo método de encapsulacién secuencialmente para
producir la microparticula de la presente invencién. Un método de encapsulacién de este tipo puede utilizar un
procedimiento de suspension rotativa o suspension en aire en el que la sustancia bioactiva en primer lugar se aglomera
mientras se hace rotar o se suspende en una corriente de aire ascendente, se seca con una corriente de aire caliente
y entonces se aplica el recubrimiento de doble capa, comenzando con una capa interior rica en emulsionante y
aplicando secuencialmente la capa exterior de grasa sdlida de alto punto de fusion final. Los métodos de encapsulacion
con suspension rotativa o en aire se conocen bien en la técnica. (Gustavo et al., 2006; Shafiur R.M. 2007).

En un aspecto de la presente invencion, las microparticulas pueden usarse en cualquier producto alimenticio tal como,
pero sin limitarse a, productos alimenticios lacteos o de bebida liquida (por ejemplo, yogurt, queso, helado, crema
batida, crema agria, leche de soja, leche de arroz, bebidas de frutas y verduras, bebidas nutricionales, bebidas
energéticas y leche de inicio liquida), productos horneados secos (por ejemplo, cereales de desayuno, patatas fritas,
panes, pasteles, tartas, galletas, panecillos, barras de granola, barras nutricionales, productos de chocolate,
suplementos nutricionales y preparaciones farmacéuticas), y carne, incluyendo carne procesada y productos analogos
a la carne. El producto alimenticio también puede ser un producto alimenticio enlatado al que se afaden las
microcapsulas de sustancia bioactiva.

AuUn en otra realizacion, las microparticulas de la presente invencién pueden usarse en productos alimenticios para
animales. El animal puede ser un animal de compafiia, un animal para agricultura o un organismo acuatico. Los
piensos pueden granularse, extruirse, recubrirse por pulverizacion, someterse a recubrimiento superior o formarse
mediante cualquier otro método.

Dado que pueden realizarse diversos cambios en la composicion, los productos y los métodos anteriores sin apartarse
del alcance de la invencion tal como se define en las reivindicaciones adjuntas, se pretende que toda la materia
contenida en la descripcidn anterior y en los ejemplos facilitados a continuacion se interprete como ilustrativa y no en
un sentido limitativo.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos ilustran diversas realizaciones de la invencion.
Ejemplo 1. Preparacion en lecho fluidizado de microparticulas de vitamina A.

Se prepardé una disolucion aglomerante disolviendo 10 g de sacarosa y 1 g de goma arabiga en 100 g de agua caliente
(40-60°C). A esto se le afiadieron 50 mg de citrato de sodio y se enfrio la disolucion hasta temperatura ambiente. En
un sistema modificado de secador/granulador/recubridor de lecho fluido (Fluid Air modelo 2, capacidad de trabajo
maxima de 2 litros), equipado con soplador de aire, control de velocidad de aire variable y de calor variable, se
aglomeraron 1000 g de palmitato de vitamina A en polvo fino (BASF, Florham Park, NJ, intervalo de tamafio de
particula de desde 0,5 micrémetros hasta 10 micrometros) mediante pulverizacion superior de la disolucion de
aglomeracion en niebla fina durante aproximadamente 5 minutos con boquilla de dos fluidos a una presion de aire de
20 psi y una velocidad de liquido de aproximadamente 4 ml/min. Las particulas aglomeradas resultantes se secaron
al aire en el secador de lecho fluidizado hasta obtener un nivel de humedad residual de menos del 3 por ciento usando
una temperatura de secado en el intervalo de 50°C a 60°C. Entonces se aplicd el recubrimiento de doble capa
comenzando con pulverizacion superior de la capa interior rica en emulsionante hasta que la masa de las particulas
aumenté en el 20% de su masa original. La capa interior estaba compuesta por el 40% (p/p) de lecitina de soja (Archer
Daniels Midland Company, Decatur, IL), el 55% (p/p) de aceite de soja hidrogenado (17 Stearine, Loders Croklan,
Channahon, IL) y el 5% (p/p) de extracto de romero (OxyLess, Naturex, Mamaroneck, NY). Entonces se aplicé la capa
exterior rica en grasas solidas secuencialmente hasta que la masa de las particulas aumenté en un 40% de su masa
original. La capa exterior estaba compuesta por el 100% de aceite de palma hidrogenado (27 Stearine, Loders Croklan,
Channahon, IL). La temperatura del aceite de palma hidrogenado se mantuvo a 70°C a lo largo de todo el proceso de
pulverizacion y la temperatura de la particula se mantuvo a aproximadamente 40°C. La etapa final implicd el
enfriamiento de las microparticulas, la recogida y el tamizado de las microparticulas hasta un intervalo de tamafio de
entre 50 y 450 micrometros. La figura 1 muestra las microparticulas tipicas de la presente invencioén y su estabilidad
de retencion en disolucion oleosa.

Las microparticulas también pueden producirse en un procedimiento discontinuo donde las microparticulas
aglomeradas secas se recogen y se tamizan al tamafio deseado y luego se devuelven al secador de lecho fluidizado
para su recubrimiento.

Ejemplo 2. Método de preparacién de recubrimiento en paila de microparticulas de vitamina A.

Usando una paila de recubrimiento tal como se usa habitualmente en la industria farmacéutica para recubrir

comprimidos, se aglomerd un palmitato de vitamina A (BASF, Florham Park, NJ) con la disolucion de aglomeracion
descrita en el ejemplo 1. Se ajusto la paila para rotar a de 60 a 75 r.p.m. Se conectd una boquilla de dos fluidos a un
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suministro de aire caliente que se regul6 a entre 15y 25 psi. Se disolvieron lecitina, (400 g) y OxyLess (50 g) en 550 g
de 17-estearina a 75°C. La disolucion fundida de lecitina/antioxidante/grasa solida se suministro al lado de liquido de
la boquilla a una velocidad de aproximadamente 6 ml/min. Se sopl6 aire caliente (40°C) a la paila para ayudar a facilitar
un recubrimiento uniforme. Se pulverizd la disolucion de lecitina/antioxidante/grasa solida hasta que se habia
depositado el 15% del recubrimiento de capa interior. Entonces se cambio la disolucion de recubrimiento al 100% de
17-estearina fundida y se aplicé un 30% adicional de recubrimiento de capa exterior. Entonces se dejoé que las
microparticulas se enfriaran hasta temperatura ambiente y se tamizaron, recogiendo una fraccién de microparticulas
de entre 50 y 450 pym.

Las microparticulas también pueden producirse en un procedimiento discontinuo donde las particulas aglomeradas
secas se recogen y se tamizan al tamafo deseado y luego se devuelven a la paila de recubrimiento para su
recubrimiento.

Ejemplo 3. Encapsulacion de mezcla de vitaminas A, D3 y K1 en microparticulas.

Se aglomer6 una mezcla de vitaminas que contenia el 92% de palmitato de vitamina A, el 0,5% de vitamina D3 y el
7,5% de vitamina K (disponible comercialmente de Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri) y se recubrié con doble
capa en un secador de lecho fluidizado o una paila de recubrimiento tal como se describe en los ejemplos 1 0 2. La
disolucion de aglomeracion estaba compuesta por el 10% (p/p) de maltodextrina, el 2% (p/p) de carboximetilcelulosa
y el 0,5% (p/p) de BHT. La capa interior estaba compuesta por el 40% (p/p) de lecitina de soja, el 50% (p/p) de 17-
estearina y el 10% (p/p) de OxyLess. La capa exterior estaba compuesta por el 90% (p/p) de 27-estearina y el 10%
(p/p) de cera de abejas (Frank B. Ross Co. - Rahway, NJ).

Ejemplo 4 Encapsulacion de mineral de hierro en microparticulas.

Se aglomero sulfato ferroso (disponible comercialmente de Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri) y se recubrié con
doble capa en un secador de lecho fluidizado o una paila de recubrimiento tal como se describe en los ejemplos 1 o
2. La disoluciéon de aglomeracion estaba compuesta por el 10% (p/p) de maltodextrina, el 2% (p/p), de alginato de
sodio y el 0,5% (p/p) de acido ascérbico (todos ellos de Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri). La capa interior estaba
compuesta por el 40% (p/p) de monoglicéridos (Cognis GmbH Manheim, Alemania), el 50% (p/p) de 17-estearina y el
10% (p/p) de acetato de a-tocoferilo (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri). La capa exterior estaba compuesta por
el 90% (p/p) de 27-estearina y el 10% (p/p) de cera de abejas (Frank B. Ross Co. - Rahway, NJ).

Ejemplo 5. Encapsulacion de enzimas digestivas en microparticulas.

Se aglomer6 pancreatina (disponible comercialmente de Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri) y se recubrié con
doble capa en un secador de lecho fluidizado o una paila de recubrimiento tal como se describe en los ejemplos 1 o
2. La disolucién de aglomeracion estaba compuesta por el 10% (p/p) de maltodextrina, el 2% (p/p) de goma arabiga y
el 0,5% (p/p) de acido ascorbico (todos ellos de Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri). La capa interior estaba
compuesta por el 30% (p/p) de lecitina (Archer Daniels Midland Company, Decatur, IL), el 60% (p/p) de aceite de soja
hidrogenado (17 Stearine, Loders Croklan, Channahon, IL) y el 10% (p/p) de extracto de romero (OxyLess, Naturex,
Mamaroneck, NY). La capa exterior estaba compuesta por el 100% de aceite de palma hidrogenado (27 Stearine,
Loders Croklan, Channahon, IL).

Ejemplo 6. Encapsulaciéon de la hormona proteica leptina en microparticulas.

Se aglomero leptina (disponible comercialmente de Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri) mediante una disolucion
que contenia el 1% (p/p) de quitosano y el 1% (p/p) de alginato. Las particulas aglomeradas se recubrieron con doble
capa en un secador de lecho fluidizado o una paila de recubrimiento tal como se describe en los ejemplos 1 0 2. La
capa interior estaba compuesta por el 30% (p/p) de lecitina (Archer Daniels Midland Company, Decatur, IL), el 60%
(p/p) de aceite de soja hidrogenado (17 Stearine, Loders Croklan, Channahon, IL), el 5% (p/p) de extracto de romero
(OxyLess, Naturex, Mamaroneck, NY) y el 5% de acetato de a-tocoferilo. La capa exterior estaba compuesta por el
100% de aceite de palma hidrogenado (27 Stearine, Loders Croklan, Channahon, IL).

Ejemplo 7. Encapsulacion de un complejo de vitamina B en microparticulas

Se aglomero6 una mezcla en polvo de complejo de vitamina B que contenia vitamina B1 (tiamina HCL), vitamina B2
(riboflavina), vitamina B6 (piridoxina HCL), vitamina B12 (cianocobalamina), pantotenato de calcio, acido félico, biotina,
colina e inositol (todos ellos disponibles comercialmente de Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri) y se recubrié con
doble capa en una paila de recubrimiento tal como se describe en el ejemplo 2. La mezcla en polvo se aglomer6 hasta
que se obtuvieron particulas esféricas en un intervalo de tamario de entre 500 y 1000 micrémetros. La disolucién de
aglomeracion estaba compuesta por el 5% (p/p) de caseinato de sodio, el 2% (p/p) de goma arabiga y el 0,5% (p/p)
de acido ascorbico (todos ellos de Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri). La capa interior estaba compuesta por el
40% (p/p) de monoglicéridos (Cognis GmbH Manheim, Alemania), el 50% (p/p) de 17-estearina y el 10% (p/p) de
acetato de a-tocoferilo(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri). La capa exterior estaba compuesta por el 90% (p/p) de
27-estearina y el 10% (p/p) de cera de abejas (Frank B. Ross Co. - Rahway, NJ).

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 732 833 T3

Ejemplo 8. Cinética de liberacién de carotenos desde microparticulas en aceite.

Para demostrar la proteccion de un caroteno en las microparticulas de la presente invencion, se encapsulé astaxantina
natural (Cianotech, Kailua-Kona, HI) tal como se describe en el ejemplo 2. Se mezclaron las microparticulas en viales
que contenian aceite de soja a concentraciones bajas (0,5 g/10 ml) y altas (1 g/10 ml) y se agitaron a 150 r.p.m.
durante 1 0 2,5 horas y se midi6 la DO475 del aceite filtrado. La tabla 1 muestra la liberacion del pigmento a la disolucion
de aceite desde granulos recubiertos y no recubiertos. El carotenoide se liber6 completamente al aceite desde las
particulas no recubiertas, pero se retuvo completamente en las particulas con doble recubrimiento. El caroteno se
liber6 completamente de los granulos con doble recubrimiento solo después de una corta exposicion a alta temperatura
(100°C).

Tabla 1
Tratamiento 1 ha20°C 2,5h a 20°C 2 min a 100°C
No recubierto (0,5 g/10 ml de aceite) 0,90 1,34 > 2,00
No recubierto (1,0 g/10 ml de aceite) 1,84 > 2,00 > 2,00
Recubierto (0,5 g/10 ml de aceite) 0,07 0,09 1,84
Recubierto (0/5 g/10 ml de aceite) 0,14 0,19 > 2,00

La cinética de liberacién de carotenos (astaxantina) no encapsulados y encapsulados en aceite de soja se midié
mediante la densidad optica a 475 nm. Las particulas encapsuladas retuvieron los carotenos 10 veces mejor que los
granulos no encapsulados. Tras la exposicién a calor, los carotenos se liberaron completamente de las microcapsulas

Ejemplo 9. Cinética de liberacion y proteccién gastrica de microparticulas de caroteno en jugos digestivos.

Para demostrar la proteccion de un caroteno en las microparticulas de la presente invencion, se produjeron granulos
recubiertos y no recubiertos de astaxantina natural tal como se describe en los ejemplos 2 y 6. La disoluciéon de
granulacion comprendia el 2% de alginato de sodio y el 10% de maltodextrina. Se mezclaron las microparticulas en
viales que contenian jugo gastrico simulado (pH-2) y jugo intestinal simulado (pH-7,4) y se incubaron a 37°C durante
2 horas. La figura 3 muestra la liberacion del caroteno en los jugos digestivos. Mientras que el caroteno se liberd de
los granulos no recubiertos en ambos jugos digestivos, quedd contenido dentro de los granulos recubiertos con doble
capa en los jugos gastricos pero se liber6 completamente en el jugo intestinal. Este experimento demuestra la
proteccion gastrica del sistema de encapsulacion de la presente invencion.

Ejemplo 10. Estabilidad de los granulos recubiertos con doble capa de vitamina A en galletas horneadas.

Para demostrar la proteccion de las microparticulas de vitamina A de la presente invencion en galletas horneadas, se
granulé palmitato de vitamina A (BASF, Florham Park, NJ) y se recubrié con doble capa tal como se describe en el
ejemplo 3. Se mezclaron granulos recubiertos y no recubiertos en harina de galletas Betty Crocker (General Mills Inc.,
Minneapolis, MN) a concentraciones iguales de 850 Ul/g y se prepararon galletas y se hornearon segun las
instrucciones del fabricante, que eran a 200°C durante 20 minutos. En la tabla 2 se muestra el contenido de vitamina
A en las muestras de galleta horneada. La concentracion de vitamina A en las galletas horneadas que contienen
granulos no recubiertos fue un 30% menor que su concentracion inicial antes del horneado, mientras que en las
galletas horneadas que contenian granulos recubiertos con doble capa, la concentracién de vitamina A no presenté
pérdida de vitamina A tal como se muestra en la tabla 2. Los granulos no recubiertos perdieron un 30% de vitamina A
tras el horneado, mientras que los granulos con doble recubrimiento retuvieron el 100% de la vitamina A.

Tabla 2
Granulos no recubiertos Granulos con doble recubrimiento
Masa de partida 850 850
Tras el horneado 594 855
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REIVINDICACIONES

Microparticula que comprende un nucleo, una primera capa sobre el nucleo y una segunda capa sobre la
primera capa, comprendiendo el nicleo una mezcla de una sustancia bioactiva y un agente aglomerante
so6lido; comprendiendo la primera capa al menos un emulsionante y comprendiendo la segunda capa al
menos una grasa solida comestible,

en la que la segunda capa se ha formado calentando la al menos una grasa sélida comestible hasta por
encima de su punto de fusion y pulverizando uniformemente sobre la primera capa,

en la que el agente aglomerante solido forma un relleno de matriz, pelicula o puente y produces fuerza de
union dentro del nucleo,

y en la que el nucleo esta encerrado en las capas primera y segunda.

Microparticula segun la reivindicacion 1, en la que la sustancia bioactiva es soluble o bien en agua o bien en
aceite.

Microparticula segun la reivindicacion 1, en la que la sustancia bioactiva se elige del grupo que consiste en
vitaminas, minerales, proteinas, enzimas, aminoacidos esenciales, acidos grasos esenciales vy
combinaciones de estos.

Microparticula segun la reivindicacién 1, en la que el agente aglomerante se elige del grupo que consiste en
hidratos de carbono, proteinas, y combinaciones de estos.

Microparticula segun la reivindicacion 4, en la que el agente aglomerante es un hidrato de carbono
seleccionado del grupo que consiste en glucosa, fructosa, galactosa, sacarosa, lactosa, maltosa, dextrosa,
almidones, glucégeno, gomas y una combinacion de estos.

Microparticula segun la reivindicacion 4, en la que el agente aglomerante es una proteina seleccionada del
grupo que consiste en proteinas animales, proteinas de la leche, proteinas zeinas, proteinas vegetales,
aislados de proteinas, hidrolizados de proteinas y una combinacién de estos.

Microparticula segun la reivindicaciéon 1, en la que los emulsionantes se eligen del grupo que consiste en
mono y diglicéridos, fosfolipidos, lecitina de huevo o soja, ésteres de acidos grasos de sacarosa, ésteres de
acidos grasos de poliglicerol y una combinacién de estos.

Microparticula segun la reivindicacion 1, en la que las grasas solidas comestibles se eligen del grupo que
consiste en aceites animales o vegetales hidrogenados, ceras y una mezcla de los mismos.

Microparticula segun la reivindicacién 1, en la que la microparticula comprende ademas un antioxidante,
distinto del emulsionante, seleccionado del grupo que consiste en tocoferoles, palmitato de ascorbilo, acido
lipoico, carotenoides, fitonutrientes, extractos de hierbas y una mezcla de los mismos.

Microparticula segun la reivindicacion 1, en la que la concentracién de la sustancia bioactiva en la
composicion es de desde el 1% hasta el 70% en peso de la composicion; en la que la concentracién de los
hidratos de carbono es de desde el 1% hasta el 50% en peso de la composicién; en la que la concentracion
de la doble capa de mezcla de emulsionante-grasas sélidas es de desde el 1% hasta el 50% en peso de la
composicion.

Método de obtencion de microparticulas solidas que fluyen libremente segun las reivindicaciones anteriores,
que comprende:

poner en contacto una sustancia bioactiva con una disolucion de un agente aglomerante sélido y luego secar
para formar nucleos de microparticula en los que el agente aglomerante sélido forma un relleno de matriz,
pelicula o puente y produce fuerza de union dentro de los nucleos;

en el que la sustancia bioactiva se selecciona del grupo que consiste en vitaminas, minerales, proteinas,
enzimas, aminoacidos esenciales, acidos grasos esenciales y una combinacion de los mismos y el agente
aglomerante se selecciona del grupo que consiste en hidratos de carbono, proteinas, y una combinacion de
los mismos;

poner en contacto los nicleos con al menos un emulsionante, formando de ese modo una primera capa que
encierra los nucleos, en el que el emulsionante se selecciona del grupo que consiste en mono y diglicéridos,
fosfolipidos, lecitina de huevo o soja, ésteres de acidos grasos de sacarosa, ésteres de acidos grasos de
poliglicerol y una combinacion de los mismos; y
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formar sobre la primera capa una segunda capa que comprende al menos una grasa solida comestible que
se solidifica sobre la superficie de los nucleos estratificados, formandose dicha segunda capa calentando la
al menos una grasa solida comestible hasta por encima de su punto de fusion y pulverizando uniformemente
sobre la primera capa;

en el que los nucleos estan encerrados en las capas primera y segunda.
Método segun la reivindicacion 11, que comprende ademas tamizar las microparticulas al tamafio deseado.

Método segun la reivindicacion 11, en el que el tamafio de los nucleos de microparticula es de 50-5000
micrémetros.

Método segun la reivindicacion 11, en el que las microparticulas comprenden ademas un antioxidante, distinto
del emulsionante, seleccionado del grupo que consiste en tocoferoles, palmitato de ascorbilo, acido lipoico,
carotenoides, fitonutrientes, extractos de hierbas y una combinacion de estos.

Método segun la reivindicacion 11, en el que la concentracion del emulsionante en la primera capa es de

desde el 5% hasta el 50% en peso de la capa interior y en el que la concentracion de las grasas sélidas en
la segunda capa es de desde el 70% hasta el 100% en peso de la segunda capa.
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