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MEMORIA DESCRIPTIVA

El presente invento tiene por objeto una 

microbola que coaprende microorganismos y su procedimiento de 

fabricación.

5* El uso sistémático de antibióticos presenta

peligros indudables, dado que altera la flora intestinal 

y favorece el desarrollo de mutantes resistentes a los 

antibióticos. La flora intestinal se compone en más del 

80% de lactobacilos y de bifidobacterias. Estas Altimas,

10. llamadas en el pasado Lactobacillus bifidus, forman actual­

mente el género distinto Bifidobacterium. Las bifidobacte— 

rías son características de la flora intestinal de los re­

cien nacidos con buena salud. Se busca actualmente la sus­

titución de los antibióticos por cultivos puros de microor- 

15. ganisaos capaces de regenorar o de reconstituir una flora

intestinal sana y vigorosa que impida el desarrollo de los gér­

menes patógenos. Pero un microorganismo del género 

Lactobacillus es en general anaerobio y un microorganismo 

del género Bifidobacterium es incluso estrictamente anae- 

20. robio, lo que hace que sea difícil conservarlos vivos

fuera de su medio natural que es el intestino y conservarlos 

largo tiempo en medicamentos.

El presente invento se propone satisfacer la 

necesidad de un medio de presentación, de conservación y 

25. de utilización por vía oral de microorganismos de la flora



intestinal* El presente invento proporciona di-'ho oedio 

en forsa de una microbola que coaprende microorganismos.

La aicrobola según el invento se caracteriza 

porque coaprende aicroorganisaoc del género Lactobacillus 

y/o Bifidobacteriua y/o de otros géneros de la flora intes­

tinal envueltos en una grasa sólida a la tenperatura del 

cuerpo.

En efecto^ se ha descubierto que era posible 

presentar estos microorganismos en forma de microbolas de 

grasa sólida en las que conservan toda su vitalidad incluso 

después de una larga conservación de los microorganismos 

a temperatura ambiente; en el frigorífico a 5SC; o en el 

congelador a -30BC; por ejemplo.

Se ha coaprobado que es posible administrar 

estas aicrobolas por vía oral y que lo esencial de su con­

tenido en aicroorganisnos llegaba intacto al tracto intes­

tinal sin haberse dañado pp^'-las oóndieiones fuertemente 

Acidas, pH inferior a 2; que reinan en el estómago* Así; 

un MicroorganioHo conocido como frágil; como por ejemplo 

un Bifidobacteriua* puedo cor conservado y administrado sin 

problemas a partir de ahora. El presente invento representa 

por tanto un paso decisivo en la búsqueda de la sustitución 

de antibióticos por medios naturales quo peraltan recons­

tituir una flora intestinal sana y vigorosa que se oponga 

a la proliferación de microorganismos patógenos.



5.

10*

15.

20.

25 *

El presente invento comprende igualmente un 

procedimiento de fabricación do estas microbolas, caracte­

rizado porque se propara una dispersión de microorganismos 

del gónero Lactobacillus y/o Bifidobacterium y/o de otros 

géneros de la flora intestinal on la grasa fundida que presen­

ta un punto de fusión superior a la temperatura del cuerpo, 

se pulveriza la dispersión en un recinto en el que'íh "tempe­

ratura es inferior al punto de fusión de la grasa y"se reco­

gen las microbolas solidificadas.

Es esencial que los microorganismos no ce pongan 

en contacto con el aire. Una grasa sólida a temperatura 

ambiente los mantiene al abrigo del aire durante todas las 

manipulaciones que preceden la ingestión. Esta grasa debe­

ría permanecer también sólida durante el paso por el estómago, 

de modo que los gérmenes que contiene estén todo el tiempo 

protegidos contra la acidez. Se elige asi de preferencia 

una grasa comestible vegetal, en particular una grasa hidro­

genada do palma, de cacahuete, de nuez de coco, de cacao, 

de colza,o de soja, o animal, cuyo punto de fusión esté 

comprendido entre 40 y 60SC. No es recomendable emplear 

una grasa cuyo punto de fusión sea superior a 60SC, porque 

la temperatura necesaria para licuar esta grasa y preparar 

la emulsión podría destruir los microorganismos cuya viabili­

dad se desea precisamente conservar totalmente.

De preferencia, las microbolas comprenden *<..!



7 10de 10 a 10 individuos o géroenes de Lactobacillus y/o 

Bifidobacteriun rOvivibles por gramos de grasa. Las aicrobo­

las pueden comprender, entre otros, los microorganismos 

Bifidobacteriun (B.) áni:aalis P23 o B.sui Su 8o6* o B 

infantis Bi 1 y Bi 5 y/o Bi longum B1 l O y B l  11 y/o B.Breve 

Bbr 8 obtenidos en el instituto de microbiología agrícola 

de la universidad de Bolonia en Italia. Las aicrobolas 

tienen de preferencia un diaaetro comprendido entre Ó^l y 

0,5 na. Un diaaetro inferior no presenta ningdn inconvenien­

te grave, excepto que la relación entre la superficie'y el 

voluaen es aayor, lo que significa una pérdida más grande de 

microorganismos tonados incompletamente en la masa. Un
"i*

diaaetro superior no presenta taapoco inconvenientes consi­

derables, con la excepción de que puede oponerse al paso 

a través de agujeros pequeños, cono orificios de tetinas 

de biberón por ejemplo. A fin de mejorar las propiedades 

¿e fluidez de un polvo formado por una cantidad de estas 

bolas, o evitar en todo lo posible la fortnación de aglo­

merados de nicrcbolas, se las puede revestir con una capa 

de un agente antiglomerante, cono por ojenplo una proteína,

Se obtienen especialmente muy buenos resultados con una 

capa oxterior de coína o de un agento protector utilizado 

en farmacia.

Para poner en practica el procedimiento de fabri­

cación do las microbolas segdn ol presente invento, se
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pueden cultivar loo microorganismos en un medio liquido 

apropiado hasta la producción de una cantidad suficiente 

de células y recoger éstas por centrifugación. Despéen se

las puede dispersáis finamente tal cuales, o previo socado

5. por criodesocación, en grasa fundida que tenga un punto
yde fusión comprendido entie40 y 6osc, a razón de 10 !a.

10*^ individuos o gérmenes por gramos de grasa.

Para formar las nicrobolas, se puede pulverizar 

la dispersión al mismo tiempo que nitrógeno liquido; en la 

10. cdspice do un recinto lleno de aire esterilizado, por ejemplo.

Pero on una modalidad de realización preferida, idónea 

para fabricar todas las microbolas de grasa que contienen un agen 

te activo delicado al que no conviene el aire, el ,, 

calor y el ácido por ejemplo, se pulveriza la dispersión 

15. de agente activo en grasa fundida en la cáspide de un recinto

que presenta una zona superior ¿e temperatura moderada y 

una zona inferior a baja temperatura.

Se ha comprobado, en efecto, que de este modo se 

podían obtener microbolas con una buena esfericidad y que 

20. presentasen poca dispersión en el grosor.

De preferencia, se pulveriza la dispersión en 

la cúspide ¿el recinto a una presión comprendida entre 3 

y 6 bares. A una presión inferior a 3 bares se produce 

dispersión excesiva en el grosor ¿e las bolas. A 

nnrt presión superior a 6 bares se obtienen bolas demasiado25.



pequeñas. La temperatura en la ¡zona suporior del recinto 

puede estar comprendida entre alrededor de -iO"C y la 

temperatura de fusión déla grasa utilizada, pero se emplea 

de preferencia una temperatura de 15 a 252C. Con una tempe­

ratura demasiado baja en la parte superior del recinto se 

produce una dispersión demasiado fuerte en el grosor de 

las bolas. Se trata por tanto de respetar las condiciones
' 1 T *en las que so forman mejor las bolas antes de ser afectadas 

por el frío existente en la zona inferior. La altura de la 

zona superior de "formación" de las bolas que podrá* .roger-
* * w

varse por encima de la zona inferior de "solidificaq^ón" de 

las bolas dependerá de la altura total disponible,- poye 

será preferentemente del por lo menos un metro. Bl 'frío 

que debe existir en la zona inferior del recinto se puede 

crear pulverizando en ella nitrógeno liquido. Por ejemplo, 

se puede pulverizar el nitrógeno a partir del fondo del 

recinto. La presión y el caudal del nitrógeno so eligirán 

ón función de la altura do la nube do nitrógeno que so desee 

obtener.

Cualquiera que sea la modalidad de realización 

elegida para la pulverización de la dispersión, las finas 

gotitas formadas y luego solidificadas en contacto con ol 

aire, ol nitrógeno u otro modio frío previsto on ol recinto 

se pueden recoger en la parte baja del recinto sobro un 

transportador o un recipiente cuya temperatura no oxceda do
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5 a 15SC. So loa puedo acondicionar; conseraorvar y utilizar 

tal cuales o revestirlos primeramente con una capa de materia 

que impida que se peguen entre sí; es decir; con un agente 

antiaglomerante. Bste agente puede ser, por ejemplo; una pro- 

teína; concretamente la ceína o un agente protector uti­

lizado en farmacia. Esta capa se puede aplicar pulverizando 

una solución de este agente cobre las microbolas; por ejemplo 

en lecho fluidizado. Las microbolas pueden conservarse en 

el refrigerador, en el congelador o a temperatura ambiente.

Las microbolas según el presente invento se 

pueden administrar directamente por vía oral; o mezcladas 

con ciertos alimentos; sólidos o líquidos. Por ejemplo; las 

microbolas pueden mezclarse con leche con la cual se llena 

el biberón ¿el lactante; ya que sus dimensiones les permi­

ten, pasar a travós del orificio o los orificios de la tetina.

A continuación se dan algunos ejemplos a titulo 

ilustrativo. Loe porcentajes y partes se expresan en peso; 

salvo indicación en contrario.

Ejemplo 1

En una cuba de 100 1 se preparan 80 1 de medio de cultivo 

TSAR que presenta la composición siguiente; en tantos por 

ciento :

Extracto de levadura 0;25 %

Tripticasa 1,00

Fito na 0; 50



Glucosa 1,50

L-cisteína HCL 0,05

0,25

ZnSO4 0,025

FeCl3 Trazas

Agua Resto al 100

Se inocula con 1 1 de cultivo de 20 hü de

Bifidobacterium animalis P 23 obtenido en el instituto' de

microbiología agrícola de la universidad de Bolonia, en^ 

Italia. Se incuba 12 horas a 373C. Se centrifuga el caldo 

de cultivo y se colectan 240 g de células. Se las 

diluye en 250 wl de leche desnatada a la que se ha adicio­

nado el 7% de lactosa. Se congela la Mezcla con el nitró­

geno liquido. Se liofiliza a 403C durante una noche. Se prepa­

ra una dispersión al 5% del polvo obtenido en grasa 

vegetal hidrogenada que tiene un punto de fusión de 423 y 

licuada a 45^C.

de 4 bares, al Mismo tiempo que el nitrógeno liquido, a 

razón de 1 parte de dispersión por 5 partes de nitrógeno, 

en la cúspide de un cilindro vertical de 1,5 M de diámetro 

y 10 H de altura. Bn el fondo del cilindro se coloca un 

recipiente que contiene nitrógeno liquido en el que se 

recogen aicrobolas cuyo diámetro oscila entre 0,1 y 0,5 a.

Se inyecta la dispersión a 453C a una presión
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25.

Se pone un tercio de las micnboino en lecho 

fluidificado y se pulveriza sobre el lecho una solución 

alcohólica al 8% de ceina, en una cantidad tal que la 

capa de ceina formada alrededor de las microbolas repre­

sente el 5 % do su peso.

De modo análogo, a partir de una mezcla de 

Budragit L y S (polímeros aniónicos del ácido metacrí^ico 

y de ásteres del ácido metacrílico) en solución al 10-% 

en alcohol isopropílico, se reviste un segundo tercio de 

las microbolas con una capa que representa ¿el 5 al ló % 

en peso de las microbolas. Al cabo de 6 meses de conserva­

ción en el frigorífico a 5^0, así como a la temperatura

ambiente, los tres tipos de microbolas contienen todavía
8más de 10 microorganismos vivos por gramo.

Ejemplo 2

Se procede de la manera que se ha descrito en 

el ejemplo 1, con excepción de que en el fondo del cilindro 

se recogen las microbolas sobre una cinta transportadora 

enfriada a 5&C.

Ejemplo 3

Se procede.de la manera que se ha ¿escrito en 

el ejemplo 1, con la excepción de que en vez del medio de 

cultivo TSAR, se utiliza un medio ¿e cultivo que posee la 

siguiente composición, en tantos por ciento :

Extractos de levadura 0,10 %



Tripticasa 0,25
Bacto soytone 0,25
Glucosa 0,50

L-cisteína HC1 0,001

K2HP°4 0,10

Mecig 0,002

ZnSO,4 0,001

FeClg 0,0002 \

Filtrado de suero 4,00
licor de remojo de maíz 0 ,5 0

Agua destilada Resto hasta'100 %
Ejemplo 4

Se procede de la manera que se ha descrito en 

el ejemplo 1; con excepción de que se inocula el medio con 

1 1 de un cultivo de lactobacillus acidophilus en vez de 

Bifidobacterium animalis.

Bjemplo 5

Se procede de la manera que se ha descrito en 

el ejemplo 1, excepto que se inyecta la dispersión en la 

cdspide do un cilindro vertical de 1,5 m de diámetro y 

2,5 m on vez de 10 m do altura.

Ejemplo 6

Se administra en seco a ratas las microbolas 

revestidas de ceína y conservadas 6 meses del ejemplo 1, 

a razón do 1 g por comida por día. Al día siguiente so



cuentan Miles do Millonea do bifidobacterias en lac depo­

siciones de ratas a las que so administraron lac microbolas 

(ratac tratadas), mientras que las deposiciones de ratas 

que no han ingerido microbolas (ratas no tratadas) no 

presentan bifidobacterias. En la tabla siguiente se con­

signan los resultados de análisis comparativos de deposicio­

nes de ratas tratadas y no tratadas :

t!

.

Antes del tratamiento Despuós de 7 dias de 
tratamiento

N&aero total 
de górmenos 
(mil/g)

de los 
cuales 
Bifidus 

(%)

Ndaero total 
¿e górmenos 
(ml/g)

de los 
cuales 
Bifidus 
(%)

!  ̂ * 
tatas no 
matadas 5 000 0 6 500 0

tatas tra­
badas)L- -...........

5 500 0 7 500 75

Un ensayo de hibridación del DNA de los cultivos

de laboratorio con el DNA de las bifidobacterias aisladas de 

las deposiciones confirma que los dos Microorganismos son 

los mismos* Por lo tanto, las bifidobacterias han sobre­

vivido a la conservación y al paso al interior del estómago 

y se han multiplicado en el tracto digestivo de la rata 

Ejemplo 7

Con el objeto de administrarlas a lechones, se
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preparan según el presente invento microbolas que contienen en 

el microorganismo Bifidobaeterium cui Su 806 obtenido en 

el instituto de microbiología agrícola de la universidad 

de Bolonia*

Ejemplo 8

A fin de administrarlas a lactantes al efectuar 

ensayos clínicos, se preparan segdn el presente invento, 

aicrobolas que comprenden los microorganismos Bifidobac*- 

terium infantis Bi 1 y Bi 5; Bifidobaeterium longum Bl-
\10 y Bl 11 Bifidobaeterium breve Bbr 8 obtenidos en él^ , 

instituto de microbiología agrícola de la universidad de 

Bolonia*

Con tal fin se preparó una biomasa liofilizada 

de los microorganismos de más arriba* Se dispersaron 0,25 

partes de biomasa liofilizada en 5 partes de aceite de 

Palma hidrogenada fundida a una temperatura de 45^0*

Sirviéndose de una boquilla SPRAYINQ SYSTEM C0 5510/422, 

so pulverizan a 5#5 bares 75 1/hora de dispersión en la 

cdspido do una cuba do 2,7 m de altura con fondo en embudo,

So mantiene en la parto superior do la cuba una tomporatura 

de 26SC* So mantiene en la parte inferior do la cuba una 

temperatura de -145^0 inyectando por abajo y a una presión 

de 1,6 bares, por medio de una boquilla con doflector, 

una nube de nitrógeno liquido cuya cúspide culmina a 1,2 a 

por debajo de la boquilla de inyección de grasa* Se recogen
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en el fondo del embudo unas microbolas bien redondas cuyo 

diámetro está comprendido entre 0; 1 y 0; 2 mci y que contienen 

4.10^ gérmenes revivibles por gr^to.

Ejemplo 9-12

5* Se preparan microbolas de la manera que se ha

descrito en el ejemplo 8, con excepción de que se inyecta

la dispersión y el nitrógeno a diferentes presiones (p-'y-D ̂
) y que las temperaturas en la parte superior (T^) y]" 

en la parte inferior (T-) de la cuba son igualmente variad­

lo. das. En el cuadro siguiente se agrupan las de

diversos ensayos y los resultados observados con el micros­

copio .
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Ejemplo % PN, s TB Resultados

N*
%
(bares)

2

(bares) (BC) (BC)

(visto con el micros­
copio)

9 3,5 1,3 -9j5 - 1 1 0 Bolas de diámetro (0)
5. de 0 ,2 a 0 ,5 mm. 

Poca dispersión 
Buena esfericidad

10 10 i,3 -22,3 -94,2 Bolas de 0 infprior 
a 0,1 mm. Demasiadas 
bolas minósculas.

1 0¿ Bastones en cantidad
1 1 4 21 -150 Bolas esfáricRá de 

0 0,3 a 0,5jsMr<t Poca 
dispersión ' "'

12 10 1 ,6 19^6 -"143 Bolas esfóricas poro 
de 0 inferior a 0 ,1

15. mm. \

Los microorganismo B.aniaalis P 23 y H.sui Su 806 fueron'regis­
trados en el "American Type Culture Collection" en Estados 
Unidos de Aoórica y figuran en el catálogo del año 1978 de 
esta colección bajo los nómeros ATCC 27536 y 27686. En cuanto 
a los microorganismos B.infantis Di 5* B.breve Bbr 8, D-longum 

20. DI 10 y D 11 fueron registrados el día 29 de octubre do 1979 en 
la "Colloction Nationales des Cultures do Microorganismos" dol 
"Institut Pasteur" en Francia y han recibido los Nos respecti­
vos 1 - 100, 1 -1 0 1, 1 - 1 2 0  y 1 - 1 0 3.
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N O T A

Describo el objeto del prosentó invento 

se declaran como nuevas y de propia intención las siguientes 

reivindicaciones.

5. 1.- Procedimiento para la fabricación de

¡aicrobolac que comprenden microorganismos, caracterizado 

porque se prepara una dispersión de microorganismos del'gé­

nero Lactobacillus y/o Bifidobacteriua;'-y%t otros géneros ' 

de la flora intestinal en la grasa sólida fundida; que tiene 

10. un punto de fusión superior a la temperatura del cuerpo,^ se 

pulveriza la dispersión en un recinto en que hay una tempe­

ratura inferior al punto do fusión de la grasa y se recogen 

las microbolas solidificadas, con un diámetro preferentemente 

comprendido entre 0,1 y 0,5 m/m. , . ^

15* 2.- Procedimiento de conformidad con la rei­

vindicación 1, caracterizado en su realización porque se disper­

san en la grasa fundida microorganismos liofilizados.

3.- Procedimiento de conformidad con la rei­

vindicación 1, caracterizado porque la citada dispersión 

20. se prepara con microorganismo Bifidobacterina animalis P 23 o 

B.sui Su 806, o B. infantis Di 1 y Bi 5 y/o B.longum B1 10 y 
B1 11 y/o B. breve Bbr 8 obtenidos en el instituto de 

microbiología agrícola de la universidad de Bolonia, en 

Italia.

25. 4.- Procedimiento de conformidad con la rei-



vindicación 1 , caracterizado porquo le citada dispersión
7 Í0se prepara a razón de 10 a 10 individuos o górmenos de 

Lactobacillus y/o Difidobacterium por grano de grasa.

5. - Procedimiento de conformidad con la reivin­

dicación 1, caracterizado porque para su realización se parte 

de una grasa cuyo punto de fusión está comprendido entre

40 y 6osc, preferentemente constituida por una grasa animal 

o vegetal, en particular una grasa hidrogenada de palma,* de 

cacahuetes, de nuez de coco, de cacao, de colza o de soja.

6. - Procedimiento de conformidad con la reivin­

dicación 1, caracterizado porque en una etapa final de su 

realización se revisten las nicrocápsulas con un agente antia— 

glomerante, en particular la ceina. !

7. - Procedimiento de conformidad con la reivin­

dicación 1, caracterizado porque la dispersión del agente 

activo en la graSa fundida y se pulveriza en la cúspide de

un recinto que presenta una zona superior a temperatura 

moderada y una zona inferior a baja temperatura.

8. - Procedimiento de conformidad con la reivin­

dicación 7, caracterizado porque la citada pulverización de

la dispersión se lleva a cabo a una presión de 3 a 6 bares.

9. - Procedimiento de conformidad con la reivin­

dicación 7, caracterizado porque la temperatura en la zona 

superior del recinto donde se verifica la pulverización de

la dispersión está comprendida entre —10SC y la temperatura
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de fuoUn de la grasa*

10. - Procedimiento do conformidad con la reivin­

dicación 7, caracterizado porque en el citado recinto donde 

se pulveriza la dispersión ce crea una baja temperatura en 

la zona inferior pulverizando en ella nitrógeno líquido.

11. - Procedimiento para la fabricación de 

aicrobolac que coaprenden microorganismos.

Segdn se describe y reivindica en la presente

memoria descriptiva que consta de 18 páginas foliadas, y es­

critas a máquina por una sola cara.

Madrid, a * 4 1979
p.a. tSERN

rr.
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