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MEMORIA DESCRIPTIVA

El presente invento tiene por objeto una
fiicrobola que comprende microorganismos y su procedimiento de
fabricacién,

Bl uso sistémitico de antibidticos presenta
peligros indudables, dado que altera la flora intestinal
y favorece el desarrollo de mutantes resistentes a Jos
antibidticos. La flora intestinal se coumpone en mis del
80% de lactobacilos y de bifidobacterias. Bstas dltiaas,

llamadas en el pasado Lactobacillus bifidus, fornian actual-

nente el género distinto Bifidobacteriumi. Las bifidobacte-

rias son caracterfsticas de la flora intestinal de los re=
cien nacidos corn buena salud. Se busca actualmente }a SusSe
tiﬁucign de los antibidticos por cultivos puros déJhicroor-
ganismos capaces de regenerar o de reconstituir una flora
intestinal sana y vigorosa que impida el desarrollo de los gér-
menes patdgenos. Poro un microorganismo del género

Lactobacillus es en general anaerobio y un microorganistic

del género Bifidobacterium es incluso estrictaiente anae-

robio, lo gue hace que sea diffcil conservarlos vives
fuera de su medio nabtural que es el intestino y conservarlos
large tiezpc en medicanentos,

El presente invento se propone satisfacer 1a
necesidad de un medio de presentacién, de conservacidn y

de ubilizacién por via oral de micrcorganismos de la flora
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intestinal. Rl presente invento proporciona dicho uedio
en forma de una nicrobola que couprende unicroorganismos.
La microbola segfln ¢l invento se caracteriza

porque couprends microorganisuoc del género Lactobacillus

y/o Bifidobacteriun y/o de otros géneros de la flora intes-

tinal envueltos en una grasa sdlida a la temperatura’gel
cuerpo . N

Bn efecto, se ha dsscubierto que era p&s?ble
presentar estos nderoorganismos en forua de microbo}é;ide
grasa sflida en las que conservan toda su vibalidadliA;luso
después de una larga conservacidn de los microorganisnios
a temperatura aunbiente, en el frigorffico a 52C, o'aﬁ:bl
congelador a —302C, por ejenplo.

Se ha comprobado que es posible admiﬁiéErar
estas wicrobolas por via oral y que lo esencial de su conw
tenldo en microorganismos llegaba intacto al tracto intes—
tinalain haberse daflado pG¥ Lag condieiones fucrtemente
fcidas, pH inferior a 2, que reinan on el estdaago. Asi,
un nicroorganisio conocido come frigil, como por ejenplo

un Bifidobacteriuwn, puodo ser conservado y adminiotrado sin

problemac a partir de shora. El presente invento representa
por tanto un paso decisivo en la biAsqueda de la sustitucidn
de antibléticoo por wedios naturales quo permitan recons-—
tituir una flora intestinal sana y vigorosa que 8@ oponga

a la proliferacidn de miecrcorganismos patdgencs,



Bl presente inventc couprende ipgucluente un
procedimiento de fabricacién do estas microbolas, caracte~
rizado porgue s¢ propara una dispersidn de microorganisuos

del género Lactobaecillus y/o Bifidobacteriuu y/o de otros

5. géneros ds la flora intestinal on la grasa fundida quc prescine

ta un punbo de fusidn supcerior a la temperatura del cucrpo,
E]

E}
s

se pulveriza la dispersién en un recinto en el que’la “terpos-
ratura cs inforior al punto de fusidn de la graca y se reco-

Tort

gen las microbolas solidificadas, .

10. Es escnecial que los aicroorganiszos no £e pongan

en contacto con ¢l aire. Una grasa sdlida a tempcrg?g?a
ambiente los nantiene al abrigo del aire cdurante tgghs las
nmanipulaciones que preceden la ingestidn. Bsta grasa debe~—
rfa permanccer también sélida durante el paso por'eifestdmago,
15, de modo que los géruenes que conmbiene estén todo el tiempo
protegidos contra la acidez. 8o elige asi de proforencia
una grasa comestible vegebal, en particular una grasas hidro~
genada dc palma, de cacahuete, de nuez de coco, Ge cacao,
de colza o de soja, o animal, cuyc punto de fusidn esté
20, _ comprendido entre 40 y 602C, No es recomendable explear
una grasa cuyo punto de fusidn sea superior a 602C, porque
la teuperatura necesaria para licuar esta grasa y preparar
la emulsidn podrfa destruir los microorganismos cuya viabiliw
dad se desea precisamnente conservar totalmente.

25. De preferencia, lasc microbolas couprenden .
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de 107 a 1010 individuos o gérmenes de Lactobacillus y/o

Bifidobacteriun révivibles por grovios de grass, Las microbo=

las pueden comuprender, entre otros, los microorganistos

Bifidobacterina (B.) aninalis P23 o B.sui Su 8063 o B

infantis Bi 1 y Bi 5 y/o B: longun Bl 10 y B1 i1 y/o B.Breve
Bbr 3 obtenidos en el instituto de microbiologia agrfcola

de la universidad de Bolonia en Italia. Las microbolébﬂ
tienen de preferencia un diametro comprendido entre'é;l ¥y
0;5 mme Un diametro inferior no presenta ningdn incbuvenien-
te grave, excento que la rclacidn entre la superfi;is’i el

volumen es mayor, lo que significa una pérdida més gfande de

'''''

LI

diametro superior no presenta tanpoco inconvenienteq'cpnsi~
derables, con la excepcién de que puede oponerse al pa%o

a travéds de agujeros pequefios, como orificios de tetigas

de biberdn por ejemplo. A fin de mejorar las propiedades

de fluidez de un polvo formado por una cantidad de estas
bolas, o evitar en todo lo posible la formacién de aglo-
uerados de nlercholas, se las puode revestir con una capa
de un agente antiglouerante, como por ojeuplo una protefna,
Se obtionon especialiionte tuy buenos resultados con una
capa oxterior de cefne o de un agente protector utilizado
en farmiacla.

Para poner en prictica el procediuiento de fabris

cacibn de las nicrobolas segdin ol progente invento, se
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pueden cultivar logs wicroorganisncs en un medio 1liquido
apropiado hasta la produceidn e una cantidad suficiente
de células y recoger &stas por ceatrifugacidn. Desplies se
las puede disgpersdr: finatiente tal cuales, o previc sccado
por criodesocacidn, en grasa fundida que tenga un punto
de fusidncouprendido entre40 y 602C, a razon de 107la”

F P
S X ¢ . .
10 individuos o gérmenes por gratlos de grasa. "o
Para formar las mierobolas, se puede pulverizar
la dispersién al mistio tiempo que nitrdgeno 1fquicdo en la

cdspice de un recinto lleno de aire esterilizado, por ejeiplo.

Pero on una nodalidad de rcalizacidén preferida, idémea

v
e I

para fabricar todas las nicrobolaes de grasa que con#iénen un agen
te activo delicado al que no conviene el aire, el '

calor y el Acido por ejemplos se pulveriza la éispe;éign

de agente activo en grasa fundida em la cfispide de un recinto
que presenta una zoma superior de temperatura moderada y

una zongz inferior a baja teuperatura,

Se¢ ha comprobados; en efecto, gque Ce egte modo se
podfan obtener microbolas con una buena esfericidad y que
presentaden poca dispersidn en el grosor,

De preferencia, se pulveriza la digpersida en
1a clispide Jel recinto a una presidn comprendida entre 3
v 6 bares. A una presidn inferior a 3 bares sc¢ produce

una dispersidn excesiva en el grosor de las holas. A

una presidn superior a § bares se obtienen bolas demasiado



pequefias, La tcuperatura en la zono suporior d2l recinto
puede eatar couprendids entre alrededor de —~102C y la
teuperatura de fusidn dola grasa ubilizada, pero se emplea
de preferencia una tenperatura de 15 a 252C. Con una teupe-
5 ratura demasiadc baja en la parte superior del recinto se
praduce una dispersisn denasiado fuerte en el grosor de

las bolas, Se trata por tanto de respetar las condiciornes

A}
-

en las que se forman umejor las bolas antes de ser afectadas

nor el frio exigtente en la zona inferior. La altura de la

LYY

10. zona superior de "fornacidn? do las bolas que podréa?esern
varse por encina de la zona inferior de "solidific;;ié;" de
las bolas deponderd de la altura total disponible,.pero
serf preferenteriente del por lo nmenos un metro, Elififb
que debe existir on la zona inforior del recinto sé'b&ede

15, crear pulverizando en ollz nitrdgeno 1lfquido. Por ejéﬁplo,
se puede pulverizar el nitrdgeno a partir del fondo del
recinto. Lo precidn y ol caudal del nitrdgenoc se eligirin

én funecidn cde la altura do la nube o nitrdgeno que se desoe

obtoner,

20, Cualquieras quo sea la wodalidad de roalizacién
elegida para la pulverizacidn co la dispersidn, las finas
gotitos formadas y luego solidificadas en contacto con ol
alre, ol nitrdgeno u otro nodio £rio previsto on ol rocinto
se pueden rocoger en la parte baja del recinto sobre un

254 transportador ¢ un recipiente cuya tenperatura no oxceda do
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§ a 15¢C. So los pucdo acondiicionar, conaeraévVar y utilizar
tal cualee o revesbvirlos primerazsiente ¢on unag capa de materia
que iupida que se peguen entre sf, ¢s decir; con un agente
antiaglomerante, Bste agente puede ser, por ejemplo, una pro-
tefna, concretauente la cefna o un agente protéctor ubi-
lizado en farnacias BEsta capa se puede aplicar pulverizando
una solucién de este agente sobre las microbolas, gdrlgjemplo
en lecho fluidizado. Las microbolas pueden conservarse en
el refrigeracdor, en el congelador o a teuperatura xibicnte.
Las microbolas segfin el prosente invénﬁb se
pucden adninisbrar directamente por via oral, o mezéladas
con ciertos alimentos, sdlidos o liquidos. Por ej;ﬁéi&, las
unicrobolas pueden mezclarse con leche con la cual éé llena
el biberon del lactante, ya.que sus dimensiones 1§s_§§rmi-
‘ten pasar a través del orificio o los orificios ée‘i; tetina.
A continuacidn se dan algunos ejeuplos a titulo
ilustrgtivo. los porcentajes y partes se expresan oSn peso,
salvo indicacidn en contrario.
Ejemplo 1
En una cuba de 100 1 se prepsran 80 1 de medio de cultivo

-

ISAR que presenta la composicidn siguiente, en tantos por

ciento ¢
Extracto de levadura 0,25 %
Tripticasa 1,00

Fitona 0, 50



Glucosa 1,50
meisteina HCL 0,05
K,HPO, 0y25
Zns0, 0,025
S Fec13 Trazas
Agua Resto al 10{51 Fo

Se inocula con 1 1 de cultivo de 20 hlde

Bifidobacteriun aninalis P 23 obbvenido en el institutd’ te

aierobiologla agrfcola de la universidad de Bolonia,fg?:
10, Italia. Se incuba 12 horas a 372C., Se centrifuga cl csiao
de cultivo y sc colectan 240 g de células, Se las R
diluye en 250 nl de leche desnatada a la que se ha adiﬁ%o—
nado el 7% de lactosa. Se congela la uezecla con el niﬁéé-
geno lfquido, Se liofiliza a 402C Curante una noche. Se prepa-
15. ra una dispersisn al 5% del polvo obtenido en grasa
vegetal hidrogenada que tiene un punto de fusidn do 422 y
licuada a 452C,
Se inyecta la dispersidn a 452C a una precidn
de 4 bares, al mismo tieupo que el niltrdgeno lfiquido, a
20, razén de 1 parte de diopersidn por 5 nartes de nitrdgenc,
en la cfispido e un cilindro vertical de 1,5 u de diauetro
y 10 01 de altura. En el fonde del cilfndro se coloca un
recipiente que conticne nitrdgeno lfquido en el que se
recogen nicrobolas cuyo diametro oscila centre 0,1 y 0,5 .

25.
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Se pone un torcioc du las micr-bolos on lecho
fluidificado y se pulveriza sobre el lecho una solucidn
alcoh8lica al 8% de cefna, en una cantidad tal que la
capa de cefna formada alrededor de las microbolas repre—

5. sente el § % do su peso.

De modo anflogo, a partir de uma mezcla de
Budragit L v S (polimeros anidnicos del Acido metacﬁil?co
y de ésteres del fcido metacrflico) en =molucidn al 1§4%
en alcohol icopropflico, se reviste un segundo tercisn. de

10, las microbolas con una capa que representa del 3 al 16'%
en peso de las micrololas. Al cabo de 6 meses de conserva—
cidn en el frigorificc a 390, asf como a 1la tgmperéﬁgra
ambiente, los tres tipos de microbolas conbienen tééafia
mis de 108 microorganisnos Vives por gromo,
15 Gjemplo 2

Sc procede de la mancra que se ha descrito ea
el ejemplo 1, con excepcidn de que en el fonde dol cilindro
se recogen las ndcrobolas sobre una einta transportadora
enfriada a 52C.

20, Ejemplo 3

Se procedoe .de la manera qué se ha desecrito en
el ejemplo 1, con la excepeidn de que em vez del medio de
cultivo TSAR, se utiliza un opedio de cultivo que posee la
siguiente couposicidn, en tantos por ciento 3

25 Extractos de levadura 0,10 %
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Tripticasa 0,25

Boeto soytone 0,25

Glucosa 0, 5C

L~cistefna HC1l 0,001

K,HPO, 0,10

Mgcl, 0, 002

Z880, 0,001 5

FeCl, 0,0002

Filtrade de suero 4,00

Licor de remojo de mafz 0,50 . .

Asua destilada Resto haség;ioo %
Ejemplo 4

Se procode de la manera que se ha descrito en
el ejemplo 1, con excepcidn cde que se inocula el medio con

1 1 de un cultivo de Lactobacillus acidophilus en vez de

Bifidobacteriun aninalis.

Rjemplo 5

Se procede de la manera que se ha descrito en

el ejemplo 1, excepto que se inyecta la dispersidn en 1la
clspide do un cilindro vertical de 1,5 m Jde diametro y

2,5 m on voz de 10 m de altura.

Ejeuplo 6

Se adminisbtra en seco a ratas las microbolas
revesticac de cefnn y conservadas 6 meses del ejemplo 1,

a razdn de 1 g por comida por Gfa. Al dfa siguiente so
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cuontan miles do millones do bifildobactorias en las depo~
siciones Go wvatas 2 las que so admindgtraron las microbolas
(ratas tratadas), mientras que las deposiciones de ratas

que no han ingerido microbolas (ratas no tratacdas) no
presentanbifidobacterias, En la tabla siguiente se con-
signan los resultodos de anflisis comparativos de deposiciow

nes de ratas tratadas y no tratadas ¢

Antes del tratamiento Despuds de 7 dias de
. tratamicnto
hﬁmero total| de los Nimero total | de los
He géruenes | cualcs de gérmencs cuales
(2il/g) Bifidus (ml/g) Bifidus
(%) (@)
g 7_
Ratas no .
Iratadas 5 000 © § 500 b 0
L
Ratas traw
badas 5 500 o] 7 500 75
i
!

Un ensayo de hibfidacidn del DNA de los cultivos
Ge laboratorio con el DNA de las bifidobacterias aisladas de
las deposiciones oconfirma que los dos microorganismos son
los misuos,. Por lo tanto, las bifidobacterias han sobre-
vivido a la conservacidn y al paso al interior cel estéuago
y se han multiplicado en el tracto digestivo de la rata
Ejemplo 7

Con el objeto de aduinistrarlas a lechones, se



preparan segfin ol prescente invento microbolas que contisren en

el miercorganisno Bifidobacterium sui Su 806 obtenido en

el instituto cec nicrobiologfa apricola de la universicad

de Bolonia.

5e Ejemplo 8
A fin de administrarlas a lactantes al efoctuar
ensayos clinicosy, se preparan segfin ¢l presente inveqﬁo,\
microbolas que conprenden los nicroorganismos Bifidobac~

teriun infantis Bi 1 y Bi §, Bificobacteriun longun Bi. .,

10, 10 y Bl 11 Bifidchacterium breve Bbr 8 obtenidos en &Y.

instituto de microbilologfa agrfcola de la universidad‘gé
Bolonig. -
Con tal fin se prepard una biomasa 1;$filizada
de los nicroorganiamos de ufls arriba. Se dispersaron d;?s
15. partes de bLiomasa liofilizada on 3§ paftes de aceite é§.~
pPalmna hidrogenada fundida a una temperatura de 452C,
Sirviéndose e una bogquilla SPRAYING SYSTEM CO 5510/422,
oa pulverlzac o 5,5 baros 75 lthora do dispersidn on la
clopido de una cuba do 2,7 1 do altura con fondo en extbudo,
20, 8o wantiene en la parto suporior do la cuba una touporatura
de 262C, So nmantione on la parte inferior do la cuba una
touperatura de ~1452C inyectando por abajo y a una prosidn
de 1,6 bares, por medio de una boquilla con doflector,
una nube de nitrdgeno lfgquido cuya clepide culming a 1,2 m

25, por debajo de le boquilla de inyeccidn de grasa. Se recogen
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en el fondo del embudo unas uicrobolas bien redoudas cuyo
diametro estd couprendido entre 0,1 y 0,2 nt y que contienen

4.108 géruenes revivibles por grauo.

Ejemplo 9-12

Se preparan nicrobolas de la manera que se ha
descrito en el ejemplo 8, con excepcidn de que se inyecta
la dispersiln y el nitrégeno a diferentes presiones (pﬂjy,

Py ) ¥ que las temperaturas em la parte superior (TH) v’
2

en la parte inferior (Tﬁ) de la cuba son igualmente varia-

‘o ’r-

da2s. En el cuadro siguiente se agrupan las condiciones de

’

diversos ensayos y los resultados observados con el micros-

copio.
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Bienplio

N2

Ebares)

(bares) | (20)

(2c)

Resultados
(visto con el micros-
copio)

3,5

1,3

“945

-110

Bolas de diametro (#)
de 0,2 a 0,5 mme
Poca dispersiédn

_Buena esfericidad

10

10

1 ~22,3

"'94’2

Bolas .de ¢ inferior
a 0,1 mm, Demasiadas
bolas minésculas,
Bastones en cantidad

11

1,6

enndd

21

=150

Bolas esfériéﬁé de
g 0,3 a 0,5 :m. Poca

L3

dispersién °

-~

12

10

e

1,6

19,6

=143

k4 .
 mm, AR

Bolas esféricas poro
de 8 inferior a 0y1

-
‘s

~~‘ .

Los microorganismo B.animalis P 23 y R.sui Su 806 fueron regis-
trados en el "American Type Culture Collection® en Esbadoa
Unidos de Acérica y figuran cn el catflogo del afic 1978 do

osta coleccién bajo los nfimeros ATCC 27536 y 27686. En cuanto

a los microorganismos B,infantis Di 5, B.breve Bbr 8, D-longum
Bl 10 y D 11 fucron registrados el dfa 29 dc octubre do 1979 en
la #Colloction Nationales des Culturcs do Microorganismes® dol
"Institut Pasteur® en Francia y han recibido los Nos respocti-

vos I=100, I~101, I=120 y I=103,




NOTA
Deseriteo ¢l objeto dol prosente imvento
se doeclaran como nuevas y de propia insencidn las siguiontoo
reivindicacionecs.
5. 1.~ Procedimiento para la fabricacidn de
mierobolas que comprenden nmicroorganisnmos, caracterizado

porque sSe prepara una dispersidn de nicroorganisnos dqéjgé-

nero Lactobacillus y/o Bifidobacteriuny/u otros génerok

de la flora intestiral en la grasa sélida fundida, que tdenc

‘o .

10. un punto de fusidn superior a la tenperatura del cuerbd,ase

pulveriza la dispersidn en un recinto enm que hay una telipe-

ratura inferior al punto dec fusidn de la grasa y se recogen
las microbolas solidificadas, con un diametro preferentenente

couprendido entre 0,1 y 0,5 m/o, e

i5. 24~ Procediniento de conforaidad con la rei-
vindicacidn 1, caracterizado en su recalizacidn porque se disper-
san en la grasa fundida microorganiscios liofilizados.
3~ Procedimiento de conformidad con la reie

vindicacidn 1, caracterizado porque la cibtada dispersién

204 se prepara con mdcroorganisno Bifidobaqterium aninalis P 23 o
‘Besui Su 806, o B. infanbis Bi 1y Bi § y/o B.longum Bl 10 y
Bl 11 y/o B., breve Bbr 8 obtenidos en el instituto de
microbiologfa agricola de la universidad de Bolomia, en
Tbalia.

25, 44=~ Procediniento de conforiiidad con la reim
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vindicacisn 1y varacterizado porqua le citada dispersidn

i

se prepara a razdn de 107 a 10 0 individuos o gérucnes de

Lactobacillus y/o Bifidobacteriuz por grauo de grasa.

5= Procediniento de conformidad con la reivin-
dicacién 1, caracterizado porque para su realizacidn se parte
de una grasa cuyo punto de fusidn estf comprendido entre
40 y 602C, preferentenente constituida por una grasa ané&él

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

cacahuetes, de nuez de coco, de cacao, de colza o de so:ja.w

6 .= Procediniento de conformidad con 1a’r;ivin-
dicacidn 1, caracterizado porque cn una ctapa final de ;;;
roalizacidn se revisten las nicrocfpsulas con un agente;aétia—
glouerante, en particular la cefna, .

Tom Procedimiento de conformidad con lafﬁéivin-
dicacién 1, caracterizado porque la dispersidn del agente
activo en la graBa fundida y se vulveriza en la cfispide de
un rocinto que presenta una zona superior a teuporatura
woderada y una zZona inferior a baja teuperatura,

8.~ Procedinientc de conforuddad con la réivin-
dicacidn 7, caracterizado porque la citada pulverizacidn de
la dispersidn se llova a cabo a una »sresién de 3 a 6 bares.

9.~ Procediniento co conformidad eon la reivin-
dicacidén 7, caracterizado porque la temperatura en la zona

superior del recinto donde se verifica la pulverizacidn de

la dispersidn estf couprendida entre -102C y la tenperatura



de fucidn de la grasae
10.~ Procediniento cde conformidad con la reivin-
dicacién 7, caracterizado porque en el citado recinto dondw
se pulveriza la dispersidn se¢ crea una baja teuperatura en
la zona inferior pulverizando en ella nitrdgemo liquido.
11.~ Procediniento para la fabriocacidn de

nicrobolas que comprenden microorganisnos. -

Segfin se describe y reivindica en la proesernte
nmenioria deseriptiva que concta de 18 pégiﬁaa foliadas,y ce-
critas a ufquina por una sola cara, i

Madrid, a = & DIC. 1973 o

Dele --L L

JAIME 1SERN
p.p. - -\‘_-‘ v

Fmads; JESUS PICAZO o

ITe
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