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DESCRIPCION
Microorganismo desecado con excipiente
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere al campo de microorganismos desecados.

Antecedentes de la invencion

Es comun secar microorganismos para el almacenamiento, por ejemplo mediante liofilizacion o pulverizacién. Tales
microorganismos desecados se utilizan en usos industriales y alimentarios, por ejemplo en la fabricacion de queso y
yogur, y también como probioticos. Durante el almacenamiento, la viabilidad del organismo desecado se degrada en
cierta medida, de modo que el recuento celular vivas disminuye con el tiempo. Esto es un problema particularmente
en ambientes con humedad elevada.

Los probioticos son microorganismos vivos que son beneficiosos para la salud humana o animal cuando se administran
en dosis apropiadas. Una forma de administrar probidticos es a través de la ingestion de probibticos desecados
mezclados con excipientes y envasados en capsulas o sobres. Desafortunadamente, las células probibticas
desecadas no son muy estables durante el almacenamiento, con lo cual los recuentos de células vivas disminuyen
con el tiempo, lo que hace que el tratamiento sea menos efectivo. Esto es particularmente cierto cuando los probiéticos
se mezclan con excipientes que tienen un contenido en humedad elevado, cuando las paredes del recipiente son
permeables a la mezcla atmosférica externa y cuando el probiético se almacena en un ambiente de humedad relativa
elevada.

Sumario de la invencion

En un primer aspecto, la invencién proporciona una composicidon que comprende una combinacién de (a)
microorganismo desecado y (b) una sal de fosfato en forma de polvo, en donde la sal de fosfato se selecciona a partir
de KaHPQO4, KH2PO4, NazHPO4, NaH2PO4, MgHPO4, Mg[H2PO4)2 y mezclas de las mismas, y en donde la sal de fosfato
esta presente en una cantidad de al menos 50 % en peso, basado en el peso total de microorganismo y sal de fosfato.

En un segundo aspecto, la invencion proporciona un dosis microbiana unitaria que contiene una composicién que
comprende una mezcla de (a) microorganismo desecado y (b) una sal de fosfato en forma de polvo, en donde la sal
de fosfato se selecciona a partir de KeHPO4, KH2PO4, NazHPO4, NaH2POa, MgHPO4, Mg[H2PO4]2 y mezclas de las
mismas, y en donde la sal de fosfato esta presente en una cantidad de al menos 50 % en peso, basado en el peso
total de microorganismo y sal de fosfato.

En un tercer aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para la preparacién de una composicién que
comprende los siguientes pasos:

(i} disposicién de (a) un microorganismo desecado y (b) una sal de fosfato en forma de polvo; y

(i) mezclado del microorganismo desecado y la sal de fosfato en forma de polvo para proporcionar la composicién
en donde la sal de fosfato se selecciona a partir de KeHPO4, KH2PO4, NazHPQO4, NaH2PO4, MgHPO4, Mg[H2PO4)2 y
mezclas de los mismos; y en donde la sal de fosfato esta presente en una cantidad de al menos 50 % en peso, basado

en el peso total de microorganismo y sal de fosfato.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el % de supervivencia después de 3 meses de almacenamiento en condiciones de
humedad (aw = 0,4) a 30°C para diferentes cepas bacterianas mezcladas con un excipiente segun la invencién
("K2HPO4") frente a excipiente convencional ("MCC") o sin excipiente ("probiotico liofilizado").

La Figura 2 muestra el % de supervivencia después de 3 meses a 30°C como una funcién de aw (aw = 0,1,
aw = 0,2 y aw = 0,3), para Lactobacillus acidophilus liofilizado mezclado con excipiente segun la invencion
("K2HPO4") frente a excipiente convencional ("MCC").

La Figura 3 muestra el % de supervivencia de Lactobacillus acidophilus como una funcion del porcentaje del
excipiente K2HPO4 en una combinacién bajo condiciones de humedad (aw 0,4) a 30°C durante 6 meses

La Figura 4 muestra el % de supervivencia de Lactobacillus acidophilus como una funcion del porcentaje del
excipiente K2HPO4 en una combinacién con MCC bajo condiciones de humedad (aw 0,4) a 30°C durante 6
meses
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La Figura 5 muestra el impacto del pH del excipiente en el % de supervivencia de polvo de Lactobacillus
acidophilus liofilizado bajo condiciones secas (aw 0,1) a 30°C después de 1 mes y después de 3 meses. "KP"
indica K2HPO4 con pH ajustado al pH indicado, "K2HPO4" indica K2HPO4 sin ajuste de pH y "MCC" indica
celulosa microcristalina.

La Figura 6 muestra el impacto del pH del excipiente en el % de supervivencia de polvo de Lactobacillus
acidophilus liofilizado bajo condiciones de humedad (aw 0,4) a 30°C después de 3 meses. "K2HPO4" indica
K2HPO4 con pH ajustado al pH indicado, "MCC" indica celulosa microcristalina.

Descripcion detallada de la invencién

Los inventores han descubierto sorprendentemente que la supervivencia de microorganismos desecados mejora
mediante el uso de una sal de fosfato como excipiente. El efecto es particularmente notable en ambientes de actividad
de agua elevada (aw). Se considera que una actividad de agua elevada es aw > 0,15.

Normalmente, los polvos secos de microorganismo, en particular los probibticos, estan mezclados con excipientes
para estandarizar la concentracién de microorganismos. Uno de los excipientes mas utilizados, especialmente cuando
el microorganismo se incorpora en capsulas y sobres, es celulosa microcristalina (MCC). Los inventores han utilizado
MCC como un excipiente de referencia. Los inventores descubrieron que el uso de sales de fosfato puede proporcionar
una supervivencia mayor que 60 % del microorganismo desecado durante 3 meses, en comparacion con casi 0 % de
supervivencia en el excipiente MCC. Este efecto es particularmente notable en ambientes de actividad de agua
elevada (aw > 0,15, particularmente aw > 0,2, mas particularmente aw > 0,3).

La actividad de agua se mide preferiblemente con un higrometro de punto de rocio.
La tasa de supervivencia de microorganismo se expresé de dos manera diferentes.

A) Porcentaje de supervivencia
% de supervivencia = (CFU tras almacenamientc / CFU to) X 100 %

B) Pérdida logaritmica

Log perdida = Log {(CFU 1) — Log (CFU tras almacenamiento)

Microorganismo desecado

La composicién de la presente invencién contiene un microorganismo desecado. El microorganismo, en particular un
probidtico, se puede secar por cualquier medio, sin embargo, se prefiere la liofilizacién y la pulverizacién, prefiriéndose
particularmente la liofilizacion.

Se entiende que la expresién microorganismo abarca cualquier bacteria o levadura, o mezclas de estos, y en particular
un probidtico.

El término probidtico incluye cualquier microorganismos vivo que se administre a un huésped con el fin de conferir un
beneficio para la salud del huésped. En particular, puede ser una levadura o una bacteria, o mezclas de cualquiera de
estas.

El microorganismo desecado, en particular un probiético, se puede proporcionar en cualquier forma adecuada para
suministro. Por ejemplo, el microorganismo desecado, en particular un probiético, se puede proporcionar en forma de
granulos o polvo. En un aspecto, el microorganismo, en particular un probiético, estd en forma de polvo.

La composicién de la presente invencion puede contener una especie de microorganismo, en particular un probiético,
una cepa de microorganismo, en particular un probiodtico, una mezcla de especies de microorganismo, en particular
un probiético, o una mezcla de cepas de microorganismo, en particular un probiético. En un aspecto, la composicion
de la presente invencién contiene una especie de microorganismo, en particular un probiético y, opcionalmente, una
cepa de microorganismo, en particular un probiédtico. En un aspecto, la composicién de la presente invencién contiene
una mezcla de cepas de microorganismo, en particular un probiético. En un aspecto, la composicion de la presente
invencion contiene una mezcla de especies de microorganismo, en particular probiéticos.

En una realizacién preferida, el microorganismo, en particular un probibtico, se selecciona a partir de lactobacilos,
bifidobacterias, saccharomyces y mezclas de los mismos.

En una realizacion preferida, el microorganismo, en particular un probibtico, se selecciona a partir de especies
seleccionadas entre Bacillus coagulans, Bifidobacterium longum subsp. infantis, Lactobacillus acidophilus,
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Lactobacillus paracasei, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus reuteri
protectis, Lactobacillus reuteri prodentis, Saccharomyces boulardii, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei y mezclas de los mismos.

En otra realizacién preferida, el microorganismo, en particular un probiético, se selecciona a partir de especies
seleccionadas entre Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium lactis, y mezclas de los mismos.

En un aspecto, el microorganismo, en particular un probibtico, se selecciona a partir de microorganismos de las cepas
Bacillus coagulans GBI-30, 6086, Bifidobacterium longum subsp. infantis 35624, Lactobacillus acidophilus NCFM,
Lactobacillus paracasei St11 (or NCC2461), Lactobacillus johnsonii Lal (= Lactobacillus LC1, Lactobacillus johnsonii
NCC533), Lactobacillus plantarum 299v, Lactobacillus reuteri ATCC 55730 (Lactobacillus reuteri SD2112),
Lactobacillus reuteri protectis (DSM 17938, cepa hija de ATCC 55730), Lactobacillus reuteri prodentis (DSM
17938/ATCC 55730 y ATCC PTA 5289 en combinacion), Saccharomyces boulardii, Lactobacillus rhamnosus GR-1,
Lactobacillus reuteri RC-14, Lactobacillus acidophilus CL1285, Lactobacillus casei LBC80R, Lactobacillus plantarum
HEAL 9, Lactobacillus paracasei 8700:2 y mezclas de las mismos.

En un aspecto, el microorganismo, en particular un probiético, se selecciona a partir de probioticos de las cepas
Lactobacillus acidophilus (cepa NCFM), Lactobacillus Casei (cepa LPC37), Bifidobacterium Lactis (HN0019)y mezclas
de las mismos.

El microorganismo, en particular un probiético, puede estar presente en cualquier cantidad adecuada para suministrar
la cantidad requerida de microorganismo, en particular un probiético. La 'concentracion' de microorganismo, en
particular un probiético en unidades formadoras de colonias (CFU) de microorganismos por gramo de composicion
también puede ser seleccionada por un experto en la materia. En un aspecto, el microorganismo, en particular un
probidtico, esta presente en una cantidad de al menos 1 x 108 CFU por gramo de la composicién. En un aspecto, el
microorganismo, en particular un probibtico, esta presente en una cantidad de al menos 1 x 102 CFU por gramo de la
composicién. En un aspecto, el microorganismo, en particular un probiético, esta presente en una cantidad de al menos
1 x 10'® CFU por gramo de la composicion. En un aspecto, el microorganismo, en particular un probidtico, esta
presente en una cantidad de al menos 1 x 10° a 5 x 10° CFU por gramo de la composicion.

Cuando se formula como una dosis unitaria de probibtico, la dosis contiene cualquier cantidad deseada de probidtico.
Una dosis unitaria tipica contiene 108 a 10'* CFU por dosis, mas preferiblemente 10° a 10'2 CFU por dosis, de modo
particularmente preferible 10°a 10" CFU.

El microorganismo, en particular un probiotico, esta en forma desecada, preferiblemente pulverizada o liofilizada, en
particular liofilizada. Preferiblemente, el microorganismo desecado, en particular un probiético, tiene una actividad de
agua no mayor que 0,4, mas preferiblemente no mayor que 0,3, de modo particularmente preferible no mayor que 0,2.
De modo mas particularmente preferible, el microorganismo desecado, en particular un probibtico, tiene una actividad
de agua no mayor que 0,1.

Sal de fosfato

La composicion de la presente invencion contiene una sal de fosfato; en donde la sal de fosfato se selecciona a partir
de KaHPQO4, KH2PO4, NazHPO4, NaH2PO4, MgHPO4, Mg[H2PO4)2 y mezclas de los mismos; y en donde la sal de fosfato
esta presente en una cantidad de al menos 50 % en peso, basado en el peso total de microorganismo y sal de fosfato.
Una sal de fosfato es cualquier sal de acido fosférico (HasPO4) e incluye sales basadas en dihidrogenofosfato (H2PO4),
hidrogenofosfato (HP04%) y fosfato (PO4%*). En una realizacion preferida, la composicién de la presente invencion
contiene una sal de hidrogenofosfato (HPQO4%) o una mezcla de hidrogenofosfato (HPQO4%) y dihidrogenofosfato
(H2PO«).

Se pueden utilizar sales de fosfato tanto hidratadas como anhidras.

El cation de la sal de fosfato se selecciona a partir de sodio, potasio y magnesio. Las sales de fosfato incluyen K2HPOq,
KH2PO4, NazHPQO4, NaH2PO4, MgHPO4, Mg[H2PQO4]2. En una realizacién particularmente preferida, la sal de fosfato es
una sal de fosfato potasico.

Preferiblemente, la sal de fosfato es fosfato dipotasico (K2HPQO4) o0 una mezcla de fosfato dipotasico (KeHPQO4) y
dihidrogenofosfato potasico (KH2PQa).

En una realizacion preferida, la sal de fosfato tiene un pH ajustado entre pH 6 y pH 9, preferiblemente entre pH 6,5 y
8, de modo mas particularmente preferible pH 6,8 a 7,2. Por la expresion "pH de la sal" se entiende el pH de una
disolucién cuando la sal se disuelve en agua. El pH se puede ajustar mediante el uso de combinaciones de
dihidrogenofosfato, hidrogenofosfato y fosfato. En una realizacion preferida, se utiliza una combinacién de sales de
HPO4% y H2POu4. Las cantidades relativas de estas sales para producir un pH deseado son bien conocidas. Por
ejemplo, una relacién molar de 61,5/38,5 HPO42/H2PO. proporciona un pH de 7. Alternativamente, las sales con pH
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ajustado se pueden preparar mediante titracién de disoluciones de sales de PO4% y/o HPO42- con un &cido o una base
al pH deseado y después mediante secado de la disolucién resultante, por ejemplo mediante pulverizacion.

La sal de fosfato esta presente en una cantidad de al menos 50 % en peso, basado en el peso total de microorganismo
y sal de fosfato. La sal de fosfato esta presente en la composicién de la invencién en una cantidad de al menos 50 %
en peso, basado en el peso total de microorganismo y sal de fosfato, para proporcionar la estabilizacién deseada del
microorganismo desecado, en particular un probiotico. En el presente contexto, los % en peso se dan con respecto al
peso total de microorganismo, en particular probiético y sal de fosfato. La sal de fosfato esta presente en una cantidad
de al menos 50 % en peso de la composicion. En un aspecto, la sal de fosfato esta presente en una cantidad de al
menos 60 % en peso de la composicion. En un aspecto, la sal de fosfato esta presente en una cantidad de al menos
70 % en peso de la composicién. En un aspecto, la sal de fosfato esta presente en una cantidad de al menos 80 % en
peso de la composicion.

En un aspecto, la sal de fosfato esta presente en una cantidad de 50 a 90 % en peso de la composicién. En un aspecto,
la sal de fosfato esta presente en una cantidad de 50 a 80 % en peso de la composicién. En un aspecto, la sal de
fosfato esta presente en una cantidad de 50 a 90 % en peso de la composicion. En un aspecto, la sal de fosfato esta
presente en una cantidad de 60 a 90 % en peso de la composicién. En un aspecto, la sal de fosfato esta presente en
una cantidad de 70 a 90 % en peso de la composicién. En un aspecto, la sal de fosfato esta presente en una cantidad
de 80 a 90 % en peso de la composicion. En el presente contexto, los % en peso se dan con respecto al peso total de
microorganismo, en particular probiotico y sal de fosfato.

Cuando en la composicién estan presentes componentes diferentes al microorganismo, en particular un probiético, y
sales de fosfato, la sal de fosfato esta presente en una cantidad de al menos 50 % en peso de la composicion total.
En un aspecto, la sal de fosfato esta presente en una cantidad de al menos 59 % o 60 % en peso de la composicion.
En un aspecto, la sal de fosfato esta presente en una cantidad de al menos 70 % en peso de la composicion total. En
un aspecto, la sal de fosfato esta presente en una cantidad de al menos 80 % en peso de la composicion total.

Una mezcla adecuada es 80 % en peso de sal de fosfato y 20 % en peso de microorganismo, en particular un probiético.

La sal de fosfato esta preferiblemente en forma de un polvo. Preferiblemente, la distribucién de tamafio de particula
tiene un valor D10 en micrometros de 5-120 (mas preferiblemente 5-90), un valor D50 en micrometros de 70-180 (mas
preferiblemente 80-140) y un valor D90 en micrometros de 160-400 (mas preferiblemente 180-350).

La tasa de supervivencia de microorganismo, en particular un probiético, aumenta particularmente bajo actividad de
agua elevada (aw > 0,15, preferiblemente aw > 0,2, mas preferiblemente aw > 0,3).

La composicion de la invencién aumenta preferiblemente la supervivencia de microorganismo, en particular un
probidtico, en al menos 30 % en comparacién con el microorganismo por separado, mas preferiblemente en al menos
40 %, de modo particularmente preferible mas de 60 %.

La composicion de la invencién aumenta preferiblemente la supervivencia de microorganismo, en particular un
probidtico, bajo condiciones de humedad (aw > 0,15, preferiblemente > 0,2, mas preferiblemente > 0,3) en al menos
1 % a 30 % en comparacién con el microorganismo por separado, mas preferiblemente en al menos 20 %, de modo
particularmente preferible mas de 30 %.

La composicién de la invencién aumenta preferiblemente la supervivencia de probidtico en al menos 30 % en
comparacién con MCC como excipiente, mas preferiblemente en al menos 40 %, de modo particularmente preferible
mas de 60 %.

La composicion de la invencion aumenta preferiblemente la supervivencia de probiético bajo condiciones de humedad
(aw > 0,15, preferiblemente > 0,2, mas preferiblemente > 0,3) , en al menos 30 % en comparacion con el probibtico
con MCC como excipiente, mas preferiblemente en al menos 40 %, de modo particularmente preferible mas de 60 %.

Componentes adicionales

La composicién de la presente invencion puede contener solo probibtico y sal de fosfato o puede contener uno o mas
componentes adicionales.

En una realizacién, la composicién comprende ademas excipientes adicionales como maltodextrina, celulosa
microcristalina (MCC), prebiéticos como inulina, fructooligosacaridos, galactooligosacaridos, polidextrosa, adyuvantes
de flujo como silice, estearato de magnesio.

Cuando estan presentes componentes adicionales, esto constituyen preferentemente menos de 20 % en peso de la
composicién total, mas preferiblemente menos de 10 % en peso.
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Uso

La composicién de la invencion puede utilizarse para administracién a un humano o animal como probiético o puede
utilizarse para aplicaciones industriales o alimentarias. Las aplicaciones alimentarias tipicas incluyen la produccion de
queso, yogur, productos de soja fermentados (como miso, natto, etc), col fermentada, productos alcohdlicos
comestibles, etc. Las aplicaciones industriales tipicas incluyen la produccién de materias primas o acabadas por
fermentacioén, como la produccién industrial de alcohol.

Formas

Las composiciones de la invencién pueden estar en forma de una mezcla de polvo a granel, por ejemplo, para
almacenamiento o transporte antes del uso alimentario o industrial o antes de la administracién a un humano o animal
y/o antes de la division en formas de dosificacion adecuadas.

En otro aspecto, la invencién proporciona una dosis microbiana unitaria para administraciéon a un humano o animal.
La dosis microbiana unitaria comprende una cantidad adecuada de la composicion de la invencién, que puede
envasarse, por ejemplo en sobres, capsulas o comprimidos. Una dosis unitaria tipica contiene 108 a 10'* CFU por
dosis, mas preferiblemente 10'® a 10> CFU por dosis.

Proceso

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un proceso para la preparacion de la composicién de la invencion
que comprende (i) disposicién de (a) un microorganismo desecado y (b) una sal de fosfato en forma de polvo; (ii)
mezclado del microorganismo desecado y la sal de fosfato en forma de polvo para proporcionar la composicion, en
donde la sal de fosfato se selecciona a partir de K2HPQO4, KH2PO4, Na2HPO4, NaH2PO4, MgHPO4, Mg[H2PO4]2 vy
mezclas de las mismas, y en donde la sal de fosfato esta presente en una cantidad de al menos 50 % en peso, basado
en el peso total de microorganismo y sal de fosfato. En una realizacion preferida del proceso, el microorganismo esta
liofilizado.

El mezclado se puede realizar mediante cualquier método que no dafie el microorganismo. Por ejemplo, rotacién o
agitacién en un recipiente adecuado y/o mezclado con una herramienta de mezclado, como una paleta.

EJEMPLOS

Materiales

Los experimentos se realizaron con los siguientes probi6ticos liofilizados: Lactobacillus acidophilus (cepa NCFM),
Lactobacillus casei (cepa LPC37), Bifidobacterium lactis (BBi), Bifidobacterium lactis (BBL) y Bifidobacterium lactis

(HNOO19).

La celulosa microcristalina fue suministrada por Mingtai Chemical Company y el fosfato dipotasico se obtuvo de BK
Glulhi Gmbh Company.

Las capsulas utilizadas eran Vcaps, tamafio 0, CS, hipromelosa de Capsugel cie.

La silice era Sipernat 50s, obtenida de Evonik industries AG.

El estearato de magnesio se obtuvo de Aceto corporation.

La maltodextrina (IT6) se obtuvo de Roquette.

Métodos analiticos

Medicion de la actividad de agua (aw)

Para las mediciones de actividad de agua se utiliz6 un Aqualab 3TE, Decagon. La muestra (aproximadamente 1 g} se
equilibra dentro del espacio de cabeza de una camara sellada que contiene un espejo, un sensor éptico, un ventilador
interno y un sensor de temperatura infrarrojo.

Método de recuento celular

El método de recuento celular utilizado es el método de laboratorio de control de calidad segln la cepa. Los resultados
se dieron en unidades formadoras de colonias por gramo de producto (CFU/g).

El método consistia en:
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(i} se pesd 1 g de muestra en un frasco; se afiadié agua de peptona estéril hasta 100 g y se mezcld la mezcla
durante 5 minutos a 400 rpm con un agitador de mesa. Se dejé la mezcla durante 20 minutos a temperatura
ambiente y después se mezcld de nuevo durante 5 minutos para obtener una disolucién homogénea. Se
obtuvo una dilucion 10-2 a partir de la muestra original.

(i) Las disoluciones posteriores se llevaron a cabo en pasos 1:10 y se realizaron mediante adicion de 1 ml de la
disolucién a 9 ml de agua de peptona. Las disoluciones se homogeneizaron en cada paso durante 20
segundos mediante un sistema Vortex a velocidad maxima.

(i) Se utilizd agar MRS y 1 % de cisteina para colocar las células en placas.

(iv) Para cada determinacion se contaron 4 placas: se sembraron dos volimenes diferentes de suspension celular
y cada volumen se hizo por duplicado.

Después se sumé el nimero de colonias obtenidas en las placas y se dividio por la suma total de los volimenes de
suspension celular utilizados para estas placas.

(vi) Las placas se incubaron a 37°C durante 72 horas.

Ejemplo 1

Preparacion de muestras

Las diversas especies probibticas se mezclaron con MCC para obtener una CFU entre 1,5 x 101°y 3 x 10'° CFU/g.
Las combinaciones se mezclaron mediante rotacién (alrededor de 60 rpm en un frasco de plastico durante 20 min.
Después se llenaron las capsulas con las combinaciones. La preparacién de las muestras se realizé en una sala estéril
a 40 % de HR y 25 grados C.

Pruebas de exposicion a humedad elevada

Se expuso maltodextrina a una atmosfera a 40 % de HR hasta alcanzar el equilibrio. Como consecuencia, la aw de la
maltodextrina era cercana a 0,4. Se utilizé el mismo método para obtener maltodextrina equilibrada a aw's de 0,3y 0,1.

Se prepararon capsulas y se llenaron con:
1. solo polvo de probiético,
2. combinacion de probiotico (20 % en peso)-MCC (80 % en peso) y
3. combinaciéon de probiotico (20 % en peso)-K2HPO4 (80 % en peso).

Estas capsulas se introdujeron en un frasco de vidrio. La maltodextrina a una aw de aproximadamente 0,4 se afiadid
entonces en la parte superior y se agité el frasco durante el periodo de tiempo deseado.

Las capsulas se almacenaron en una camara ambiental a 30°C durante 6 meses. Se midieron CFU y aw a los 0 meses,
1 mes y 3 meses para evaluar el impacto del tipo de excipiente en el rendimiento de estabilidad.

Calculo de supervivencia
La tasa de supervivencia de probiotico se expresd de dos manera diferentes.

A) Porcentaje de supervivencia
% de supervivencia = (CFU tras alimacenamiento / CFU t0) X 100 %

B) Pérdida logaritmica
. og pérdida = Log (CFU to) — Log (CFU tras almacenamiento)

Resultados

En la Tabla 1 se muestra el porcentaje de supervivencia de diferentes cepas de bacterias en condiciones de humedad
(aw 0,4) después de tres meses segun el excipiente utilizado. MCC representa el caso en el que el probiético se mezclo
con MCC, K2HPO4 representa el caso en el que los probidticos se mezclaron con KeHPQOs, y "probiético liofilizado"
representa el caso en el que se utilizé solo el polvo probibtico.
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ETabIa 1. porcentaje de supervivencia de diferentes cepas bacterianas después de tres meses de
almacenamlento en condiciones de humedad (aw 04y dependenma del excipiente

Lactobacillus Lactobacillus : i Bifidobacterium  Bifidobacterium B/f/dobacter/um
:acidophilus i iacti ) ilactis (BBL) :

Probistico  10% 0% ‘0% 0% 0%
:|I0fl|lzad0 :

La Figura 1 muestra el mismo resultado en forma grafica. MCC representa el caso en el que el probidtico se mezclo
con MCC, K2HPOs representa el caso en el que los probidticos se mezclaron con K2HPQ4, y "probidtico liofilizado"
representa el caso en el que se utilizé solo el polvo probidtico.

La Tabla 1y la Figura 1 muestra que el impacto de K2HPQO4 en la estabilidad varia como una funcién de la cepa. La
supervivencia es siempre mas elevada con K2HPO4 como excipiente que solo con MCC o probidtico. Esta claro que
el uso de K2HPO4 como excipiente mejora la estabilidad (supervivencia) de las cepas, y en particular en condiciones
de humedad.

Supervivencia de Lactobacillus acidophilus bajo diferentes condiciones de humedad

En la Tabla 2 se muestra el porcentaje de supervivencia de Lactobacillus acidophilus después de tres meses a 30°C
como una funcién de aw y excipiente. MCC representa el caso en el que el probidtico se mezcldé con MCC, KoaHPO4
representa el caso en el que los probidticos se mezclaron con KeHPOa.

:Tabla 2. Porcentaje de supervivencia de Lactobacillus acidophilus después de tres meses a 30°C y
‘diferente aw y dependencia del ex0|p|ente

%aw O 1
‘MCC 78%
‘K2HPO4 §66%

La Figura 2 muestra el mismo resultado en forma grafica. MCC representa el caso en el que el probidtico se mezclo
con MCC, K2HPOQ4 representa el caso en el que los probiéticos se mezclaron con K2HPOa.

La Tabla 2 y la Figura 2 muestran que el porcentaje de supervivencia con K2HPOs es siempre mayor que el porcentaje
de supervivencia con MCC en las condiciones de humedad mas elevada (aw > 0,1). En las condiciones de menor
humedad (aw = 0,1), las estabilidades con K2HPO41 y MCC son similares.

A partir de estos resultados se puede observar que la adicién de K2HPO4 mejora la estabilidad de cepas en condiciones
de humedad.

Ejemplo 2

Este ejemplo contempla la estabilidad de probiéticos en un ambiente de humedad como una funcién de la
concentracién de K2HPQa. Se afiadieron Sipernat 50s y estearato de magnesio como adyuvantes de flujo para tener
una composiciéon de muestra similar a la composicion de una combinacién comercial. Para este ejemplo se utilizé
polvo de Lactobacillus acidophilus liofilizado. El ejemplo se prepard en dos pasos. En la parte 1 se mezclé el probidtico
solo con K2HPOa. En la parte 2 se mezclé el probiético con K2HPO4 y MCC.

Preparacion de muestras
Parte 1: Probioticos mezclados con K2HPO4

Se prepararon combinaciones que consistian en polvo de Lactobacillus acidophilus liofilizado, KaHPQs, Sipernat 50s
y estearato de magnesio. Se realizaron diez muestras en las que se aumenté gradualmente la concentracion de
Lactobacillus acidophilus liofilizado y se disminuyé gradualmente la concentracion de KoHPOa, manteniéndose
constantes las concentraciones de Sipernat 50s y estearato de magnesio. La siguiente tabla muestra la descripcion
de las diferentes muestras de la parte 1.
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Parte 2: Probioticos mezclados con K2HPOs y MCC

Se prepararon combinaciones que consistian en polvo de Lactobacillus acidophilus liofilizado y K2HPO4, MCC,
Sipernat 50s y estearato de magnesio. Se realizaron nueve muestras en las que se aumenté gradualmente la
concentracién de K2HPO4 y se disminuyé gradualmente la concentracién de MCC, manteniéndose constantes las
concentraciones de polvo de Lactobacillus acidophilus, Sipernat 50s y estearato de magnesio. La siguiente tabla
muestra la descripcion de las diferentes muestras de la parte 2.
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Resultados
Resultados de la parte 1

En la Tabla 5 se muestra el porcentaje de supervivencia de Lactobacillus acidophilus como una funcién del porcentaje
en peso del excipiente K2HPO4 bajo condiciones de humedad (aw 0,4) después de seis meses a 30°C.

‘Tabla 5. Porcentaje de supervivencia de Lactobacillus acidophilus como una funcién del porcentaje del
‘excipiente K2HPO4 bajo condiciones de humedad (aw 0,4) después de seis meses a 30°C.

% en peso de K2HPO4 en combinacién % de supervivencia

0% 0%

9% 10%
19%0% ............................................................................
29% 0%

39% ................................................................................................................................................. O% .................................................................................
49% 0%

59% ................................................................................................................................................. 2% ............................................................................
69% 9%

79% ................................................................................................................................................. 17% ..........................................................................
89% 12%

La Figura 3 muestra el mismo resultado en forma grafica.

La Tabla 5 y la Figura 3 muestran que la supervivencia varia como una funcion de la cantidad de KaHPOa. Los
resultados muestran que la supervivencia aumenta significativamente por encima de 50 % en peso de K2HPQO4. Por
encima de 80 % en peso de KoHPOQa4, la supervivencia es significativamente menor que sin K2HPO4, aunque menor
que a 80 % en peso.

Resultados de la parte 2

En la Tabla 6 se muestra el porcentaje de supervivencia de Lactobacillus acidophilus como una funcién del porcentaje
del excipiente K2HPQO4 en una combinacién con MCC bajo condiciones de humedad (aw 0,4) después de 6 meses a
30°C.

Tabla 6. Supervivencia de Lactobacillus acidophilus como una funcion del pH del excipiente K:HPOs en una :
icombinacion con MCC bajo condiciones de humedad (aw 0,4) a 30°C durante 6 meses

‘% K2HPO4 en combinacion % de supervivencia
R g
0% 0,0%
T OO% .............................................................................
20% 0,0%
L G —————
40% 0,2%

50% 0,8%
L 32% ............................................................................
70% 115,3%
84%204% .........................................................................

La Figura 4 muestra el mismo resultado en forma grafica.

La Tabla 6 y la Figura 4 muestran que la supervivencia varia como una funcién del porcentaje de K2HPOu y por encima
de 40 % en peso de K2HPO: es significativamente mejor que sin K2HPO4.
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Ejemplo 3

Se evalué el efecto del pH del excipiente K2HPO4 en Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus
casei

Se elaboraron diferentes excipientes que comprendian K2HPQO4 con diversos valores de pH (pH 6,5; pH 6,9; pH 7,1;
pH 7,6 pH 8,1 y pH 9). Los excipientes a diferentes pH se prepararon mediante cualquiera de estos dos métodos:

1. Se prepar6 una disolucién de K2HPQO4 y se afiadié acido fosférico para llevar el pH de la disolucién al valor
deseado y después se pulverizé la disolucion para producir un polvo; o

2. Se mezcld K2HPO4 en forma seca con diversas cantidades de KH2PO4 calculadas para dar el pH deseado.
Preparacion de muestras
Parte 1: Impacto del pH del excipiente en la supervivencia bajo condiciones secas:

Se mezcl6 polvo de Lactobacillus acidophilus liofilizado con los diferentes excipientes a diversos pH. La composicién
de cada combinacion era 80 % de polvo de excipiente KeHPO4 y 20 % de polvo probibtico liofilizado. Las
combinaciones se mezclaron mediante rotacién (alrededor de 60 rpm en frascos de plastico durante 20 min. Después
se llenaron los sobres con las combinaciones. La preparacién de las muestras se realizé en una sala estéril a 40 % de
HR y 25°C. Durante las pruebas, los sobres se almacenaron a 30°C en humedad seca (aw < 0,1) durante 3 meses.

Parte 2: Impacto del pH del excipiente en la supervivencia bajo condiciones de humedad:

Se mezcl6 polvo de Lactobacillus acidophilus liofilizado con los diferentes polvos de K2HPQOq4 a diferentes pH y MCC.
La composicion de cada combinacion era 80 % de excipiente y 20 % de polvo probibdtico liofilizado. Las combinaciones
se mezclaron mediante rotacién (alrededor de 60 rpm en frascos de plastico durante 20 min. La preparacion de las
muestras se realizé en una sala estéril a 40 % de HR y 25°C. Las cépsulas se llenaron con las mezclas y se introdujeron
las capsulas en un frasco de vidrio. La maltodextrina a una aw de aproximadamente 0,4 se afiadié entonces en la parte
superior y se agitoé el frasco. Los frascos se almacenaron a 30°C durante 3 meses.

De la misma manera se prepard y se probd un control con 80 % de MCC seca y 20 % de polvo probiético liofilizado.
Resultados
Resultados de la parte 1

En la Tabla 7 se muestra la supervivencia de Lactobacillus acidophilus liofilizado como una funcién del pH del
excipiente K2HPOs tras almacenamiento bajo condiciones secas (aw < 0,1) a 30°C durante uno y tres meses

?Tabla 7 Supervivencia de Lactobacillus acidophilus liofilizado como una funcion del pH del excipiente
‘K2HPO4 tras almacenamiento bajo condiciones secas (aw < 0,1) a 30°C durante uno y tres meses

{Excipiente % supervivencia después de 1 mes % supervivencia después de 3
: meses

‘K2HPO4 pH 6,5

‘KoHPO4 pH 6,9
{K2HPO4 pH 7,1

iK2HPO4 pH 7,6
'K2HPOu4 pH 8,1

‘K2 HPO 4 (pH no ajustado)
IMCC

La Figura 5 muestra el mismo resultado en forma grafica.

La Tabla 7 y la Figura 5 muestran que la supervivencia/estabilidad bajo condiciones secas varia como una funcién del
pH, pero en todos los casos es mejor que la supervivencia con MCC como (nico excipiente. La estabilidad se vio
afectada por el pH del excipiente. Para la estabilidad bajo condiciones secas, el pH éptimo de K2HPQO4 esta entre 6,9
y 7,1. Otras especies evaluadas incluian Bifidobacterium lactis y Lactobacillus casei.

12
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Resultados de la parte 2

En la Tabla 8 se muestra la supervivencia de Lactobacillus acidophilus liofilizado como una funcién del pH del
excipiente K2HPOs tras almacenamiento bajo condiciones de humedad (aw = 0,4) a 30°C durante tres meses

?Tabla 8 Supervivencia de Lactobacillus acidophilus liofilizado como una funcion del pH del excipiente
:K2HPO4 tras almacenamiento bajo condiciones de humedad (aw = 0,4) a 30°C durante tres meses

?Excipiente % de supervivencia

P 37/ .........................................................................................
‘K2HPO4 pH 6,9 i50%

?R;HF&SZBH"?,'% ............................................................................................................ ggT——
\KoHPO: pH 7,6 14%
e 26/ .........................................................................................
‘KoHPO4 pH 9 41%

‘MCC 1%

La Figura 6 muestra el mismo resultado en forma grafica.
La Tabla 8 y la Figura 6 muestran que la estabilidad varia como funcion del valor de pH Todos los excipientes con pH

ajustado tienen una mayor estabilidad que el polvo de MCC bajo condiciones de humedad. Para obtener la mejor
estabilidad bajo condiciones de humedad, el pH éptimo es 6,9.

13
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende una combinacién de (a) microorganismo desecado y (b) una sal de fosfato en
forma de polvo, en donde la sal de fosfato se selecciona a partir de K2HPO4, KH2PO4, Na2HPO4, NaH2PO4, MgHPO4,
Mg[H2PQ4]2 y mezclas de las mismas, y en donde la sal de fosfato esta presente en una cantidad de al menos 50 %
en peso, basado en el peso total de microorganismo y sal de fosfato.

2. La composicion segun la reivindicacion 1, en donde la sal de fosfato se selecciona a partir de K2HPO4, KH2POa,
Naz2HPQ4, NaH2PO4 y mezclas de los mismos.

3. La composicién segln la reivindicacién 1, en donde la sal de fosfato se selecciona a partir de K2HPO4, KH2POs y
mezclas de los mismos.

4. La composicidén segun la reivindicacion 1, 2 o 3, en donde la sal de fosfato es una mezcla de sales de HPQ4* y
HoPO4.

5. La composicién segun cualquier reivindicacién precedentes, en donde la sal de fosfato tiene un pH ajustado entre
pHG6y9.

6. La composicion segin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la sal de fosfato tiene un pH
ajustado entre 6,8-7,2.

7. La composicion de cualquier reivindicacion precedente, en donde la sal de fosfato esta presente en una cantidad
de al menos 60 % en peso, basado en el peso total de microorganismo y sal de fosfato.

8. La composicién de cualquier reivindicacion precedente, en donde la sal de fosfato esté presente en una cantidad
de al menos 80 % en peso, basado en el peso total de microorganismo y sal de fosfato.

9. La composicion de cualquier reivindicacion precedente, en donde el microorganismo esta liofilizado.
10. La composicién de cualquier reivindicacién precedente, en donde el microorganismo es un probiético.

11. La composicion de cualquier reivindicacién precedente, en donde el microorganismo se selecciona a partir de
lactobacilos, bifidobacterias, saccharomyces y mezclas de los mismos.

12. La composicion de cualquier reivindicacién precedente, en donde el microorganismo se selecciona a partir de
Bacillus coagulans, Bifidobacterium longum subsp. infantis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus reuteri protectis, Lactobacillus
reuteri prodentis, Saccharomyces boulardii, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paracasei y mezclas de los mismos.

13. La composicién de cualquier reivindicacion precedente, en donde el microorganismo es un Lactobacillus
acidophilus.

14. Una dosis microbiana unitaria que comprende una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.
15. La dosis microbiana unitaria de la reivindicacién 14 en forma de una capsula que contiene la composicion.

16. La dosis microbiana unitaria de la reivindicaciéon 14 en forma de un sobre que contiene la composicion.

17. La dosis microbiana unitaria de la reivindicacion 14 en forma de un comprimido.

18. La dosis microbiana unitaria de la reivindicacion 14 en forma de una férmula nutricional en polvo.

19. Un proceso para la preparacion de la composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 que comprende los
z)afi(i)sspgzi.cién de (a) un microorganismo desecado y (b) una sal de fosfato en forma de polvo; y

(if) mezclado del microorganismo desecado y la sal de fosfato en forma de polvo para proporcionar la composicién,
en donde la sal de fosfato se selecciona a partir de KeHPO4, KH2PO4, NazHPQO4, NaH2PO4, MgHPO4, Mg[H2PO4)2 y

mezclas de los mismos; y en donde la sal de fosfato esta presente en una cantidad de al menos 50 % en peso, basado
en el peso total de microorganismo y sal de fosfato.
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