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DESCRIPCION
Particulas micronizadas estabilizadas

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un método para la reduccion del tamafio de particulas, en particular a un método
para la reduccion del tamafio de particulas de compuestos organicos.

Antecedentes de la invencion

Se conocen varios métodos para la reduccion del tamafio de particulas. Estos métodos implican la reduccion del
tamafio de polvos secos y particulas suspendidas en un liquido. En la mayoria de los casos, esta ultima categoria
emplea estabilizantes para prevenir la agregacion de las particulas suspendidas. Los estabilizantes estan
constituidos por surfactantes, espesantes, p. ej. hidrocoloides, y/u otros agentes que ejercen un efecto sobre la
interaccion entre las particulas y el movimiento de las particulas en la fase liquida/fluida. Cuando las particulas son
suficientemente grandes, se puede producir la sedimentacion de las particulas suspendidas en el liquido. Con el fin
de evitar este fendmeno, se incrementa la viscosidad de la fase liquida mediante la adiciéon de estabilizantes tales
como espesantes, p. €j., hidrocoloides y otros polimeros solubles.

A pesar de ello, se puede dar el caso de que la adicién de espesantes no evite totalmente la sedimentacion de
particulas grandes. Por lo tanto, las particulas acabaran formando un sedimento. Esto supone una desventaja
importante para la aplicacion de las suspensiones de particulas debido a que 1) a menudo el sedimento no se puede
volver a suspender tan facilmente y 2) las particulas no se encuentran distribuidas homogéneamente en la
suspension.

La sedimentacion no se producira en absoluto cuando las particulas sean muy pequefias. Por lo tanto, resulta
favorable reducir el tamafio de las particulas. A pesar de ello, las particulas pequefias pueden formar agregados
facilmente que sedimentaran cuando los agregados sean lo suficientemente grandes. Por lo tanto, se debe evitar la
agregacion de las particulas en estos sistemas. Una estrategia consiste en formular la suspensién inmediatamente
después de la molienda. Sin embargo, esto no es posible en todas las aplicaciones. Otra estrategia consiste en
utilizar aditivos tales como estabilizantes.

El documento WO 98/35666 describe cdmo el naproxeno obtenido del proveedor en forma de polvo se convierte en
forma de nanoparticulas mediante técnicas de molienda en presencia de un modificador de la superficie.

El documento WO 91/06292 describe un proceso para preparar un sélido hidréfobo/aerdfilo que se puede dispersar
en agua en forma de microparticulas discretas, donde el solido se muele en un medio acuoso en presencia de un
hidrocoloide para obtener una suspensién de microparticulas.

El documento US 2 876 160 describe como la estabilidad fisica de un material insoluble en agua se protege
embebiendo el material en almidén modificado quimicamente.

En el documento US 4 006 025, un tinte de sensibilizacion espectral sustancialmente insoluble en agua se dispersa
en agua y a continuacion se muele, o preferentemente se homogeneiza, a una temperatura elevada en presencia de
un surfactante.

El documento US 5 858 410 describe un método para preparar nanosuspensiones mediante cavitacion o
cizallamiento y fuerzas de impacto en presencia de surfactantes o espesantes.

El documento WO 2007/014566 describe suspensiones que comprenden particulas cristalinas de Coenzima Q10
dispersadas en una soluciéon acuosa de un material de tipo matriz tal como polisacaridos de origen natural o
modificados, hidrocoloides de origen natural, almidén derivado de una fuente natural o almidén modificado.

El documento EP 0807431 describe un proceso para la elaboracién de composiciones de carotenoides que
comprenden un surfactante.

El documento GB 1 148 801 describe composiciones de nistatina estabilizadas que comprenden silice coloidal.

Yokoyama T. et al. (KONA N.° 23 (2005), 7-17) describe que el tamafio de particulas se puede reducir mediante el
ajuste del pH, pero no comenta nada sobre los efectos de esto en la estabilidad.

La agregacion, y como consecuencia de ella la sedimentacion, de particulas pequefias se suele evitar mediante la

adicion de estabilizantes. A pesar de ello, como se ha indicado anteriormente, la adicion de estos compuestos
frecuentemente no es suficiente para conseguir evitar la agregacion y sedimentacion de las particulas. Ademas, la
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adicion de estabilizantes puede resultar indeseada en ciertas aplicaciones, tales como las aplicaciones en las que
las composiciones exentas de estabilizantes son mas adecuadas, los estabilizantes no estan permitidos por la
legislacion y/o los estabilizantes no son compatibles con el compuesto activo. Es mas, la adiciéon de un estabilizante
puede conllevar costes mas elevados y, por lo tanto, puede no resultar atractiva desde un punto de vista econémico.
Ademas, el uso de un estabilizante puede no resultar atractivo desde un punto de vista medioambiental.

Teniendo esto en cuenta, resulta necesario disponer de composiciones estables de particulas pequefias que
presenten unas buenas propiedades de sedimentacion y que estén sustancialmente exentas de estabilizantes.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un método para preparar una suspension estable de particulas micronizadas de
natamicina en ausencia de un estabilizante, comprendiendo el método los pasos de: a) someter la natamicina a una
molienda por via humeda a diferentes valores de pH para obtener suspensiones de particulas micronizadas de
natamicina que tengan cada una un valor diferente de pH, o someter la natamicina a una molienda por via himeda a
un valor de pH y ajustar el pH de la suspension después de la molienda para obtener suspensiones de particulas
micronizadas de natamicina que tengan cada una un valor diferente de pH, b) medir el potencial zeta de las
suspensiones obtenidas y determinar cual de las suspensiones obtenidas tiene un potencial zeta de 10 mV o
superior o -20 mV o inferior, y ¢) preparar una suspension de particulas micronizadas de natamicina sometiendo la
natamicina a una reducciéon del tamafio mediante una molienda por via hUmeda en condiciones de pH, donde la
suspension tiene un potencial zeta de 10 mV o superior o -20 mV o inferior de acuerdo con el paso b). EIl método
comprende someter la natamicina a una reduccion del tamafio mediante una molienda por via humeda en
condiciones de pH, donde la carga superficial intrinseca del compuesto organico de tamafio reducido es suficiente
para mantener la suspension estable. En una realizacion, la suspension preparada de acuerdo con un método de
acuerdo con la invencion es estable y esta sustancialmente exenta de estabilizante. Dicho de otro modo, la
suspension es estable en condiciones sustancialmente exentas de estabilizante. La suspension estable que contiene
las particulas de tamario reducido se puede preparar mediante una molienda por via himeda en ausencia de una
cantidad sustancial de estabilizante (aditivo que incrementa la estabilidad). No se necesita un estabilizante antes,
durante ni después de la técnica de reduccion del tamafio aplicada (p. €j., molienda por via himeda) para mantener
la suspensién estable. Resulta evidente para un experto en la técnica que el término «sustancialmente» a este
respecto se refiere a que la suspension puede contener un estabilizante, pero que si la suspension comprende un
estabilizante la cantidad de este en la suspension es demasiado baja como para tener ningun efecto estabilizante
significativo sobre la suspension. En una realizacion, la suspension esta exenta de cualquier estabilizante.

Un aspecto de la invencion se refiere a un método para preparar una suspension estable de particulas micronizadas
de natamicina en ausencia de un estabilizante, comprendiendo el método los pasos de a) someter el compuesto
organico solido a una molienda por via humeda a diferentes valores de pH para obtener suspensiones de particulas
micronizadas del compuesto organico sélido que tengan cada una un valor diferente de pH; b) determinar cual de las
suspensiones obtenidas es estable; y c) preparar una suspension estable de particulas micronizadas del compuesto
organico solido sometiendo el compuesto organico solido a una reduccion del tamafio mediante una molienda por
via humeda en condiciones de pH, donde la suspension es estable de acuerdo con el paso b). En el paso a), el
compuesto organico solido se puede suspender en diferentes liquidos o fluidos supercriticos que contengan uno o
mas agentes tamponantes y que tengan diferentes valores de pH y, a continuacién, cada suspension se puede
someter a una molienda por via himeda para obtener suspensiones de particulas micronizadas del compuesto
organico solido. Como alternativa, en el paso a), el compuesto organico sélido se puede suspender en un liquido o
fluido supercritico que tenga un valor de pH, p. €j., agua o una solucién que tenga un agente tamponante y, ya sea
antes de la molienda por via himeda o durante la molienda por via himeda, se ajusta el pH de la suspension, p. €.,
mediante la adicion de un acido, una base o un agente tamponante, a diferentes valores de pH. En cualquier caso,
se consigue una molienda por via hiumeda a diferentes valores/condiciones de pH. Obviamente, la molienda por via
himeda del compuesto organico soélido a diferentes valores de pH en el paso a) se puede llevar a cabo de forma
simultanea, pero también se puede llevar a cabo de forma consecutiva. Con el fin de encontrar las condiciones
optimas para la preparacion de una suspension estable de particulas micronizadas de un compuesto organico sélido
en ausencia de un estabilizante, los pasos a) y b) se pueden repetir opcionalmente al menos una vez.

En otro aspecto, la invencién proporciona una suspension de particulas micronizadas de natamicina, que se puede
obtener mediante el método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7. El método que comprende los
pasos de a) someter el compuesto organico solido a una molienda por via himeda a un valor de pH y ajustar el pH
de la suspension tras la molienda para obtener suspensiones de particulas micronizadas del compuesto organico
soélido que tengan cada una un valor diferente de pH; b) determinar cual de las suspensiones obtenidas es estable; y
c) preparar una suspension estable de particulas micronizadas del compuesto organico soélido sometiendo el
compuesto organico solido a una reduccion del tamafio mediante una molienda por via humeda en condiciones de
pH, donde la suspension es estable de acuerdo con el paso b). En el paso a), el compuesto organico solido se
puede suspender en un liquido o fluido supercritico que tenga un valor de pH y a continuacién se puede someter a
una molienda por via humeda a este valor de pH para obtener una suspensiéon de particulas micronizadas. A
continuacion, se toman muestras de la suspension de particulas micronizadas (que tiene un valor de pH) y el pH de
cada muestra se ajusta a un valor diferente de pH con un compuesto adecuado, p. €j., un acido, una base o un
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agente tamponante, para obtener suspensiones que tengan cada una un valor diferente de pH. Con el fin de
encontrar las condiciones 6ptimas para la preparacion de una suspension estable de particulas micronizadas de un
compuesto organico solido en ausencia de un estabilizante, los pasos a) y b) se pueden repetir opcionalmente al
menos una vez.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para preparar una suspension estable de particulas
micronizadas de un compuesto organico soélido en ausencia de un estabilizante, comprendiendo el método los pasos
de a) suspender el compuesto organico solido en un liquido o fluido supercritico; b) medir el potencial zeta de la
suspension a diferentes valores de pH; y c) preparar una suspension estable de particulas micronizadas del
compuesto organico sdélido sometiendo el compuesto organico solido a una reduccion del tamafio mediante una
molienda por via humeda en condiciones de pH, donde la suspension es estable de acuerdo con el paso b). Los
diferentes valores de pH se pueden conseguir suspendiendo el compuesto organico solido en liquidos o fluidos
supercriticos, teniendo cada liquido o fluido un valor diferente de pH. Como alternativa, el compuesto organico sélido
se puede suspender en un liquido o fluido supercritico que tenga un valor de pH y las diferentes condiciones de pH
se crean en el aparato que mide el potencial zeta de la suspension obtenida (el potencial zeta se mide con un perfil
de pH).

Para determinar cual de las suspensiones obtenidas es estable, se pueden utilizar métodos conocidos en la técnica,
que incluyen determinar el potencial zeta de las suspensiones que comprenden particulas micronizadas del
compuesto organico sélido; determinar la sedimentacion de las particulas micronizadas en las suspensiones en
funcion del tiempo o determinar el tamafo de las particulas micronizadas en las suspensiones en funcién del tiempo.
Obviamente, también se puede utilizar una combinacién de estos métodos.

Las condiciones/valores de pH utilizados en el paso a) o b) de un método de acuerdo con la invenciéon estan
preferentemente entre un pH de 1 y 14. El término «diferente», tal como se utiliza en la presente, se refiere a varias
suspensiones, teniendo cada suspension un pH distinto, por ejemplo, una suspensiéon que tenga un pH de 2, una
suspension que tenga un pH de 3, etc. Preferentemente, se preparan al menos 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13 0
14 suspensiones distintas, teniendo cada suspension un valor diferente del pH comprendido entre un pH de 1y 14.
Preferentemente, se incluyen suspensiones que tienen al menos un valor de pH por unidad de pH.

En el paso b), se determina la estabilidad de las suspensiones obtenidas en el paso a), es decir, se determina qué
suspension es estable y qué suspension no es estable. Por lo tanto, el paso b) puede incluir el paso de determinar la
estabilidad de las suspensiones y, en funcion de esto, determinar/evaluar qué suspensiones son estables y cuales
no lo son. Los métodos adecuados para determinar/medir la estabilidad incluyen los métodos proporcionados
anteriormente. Obviamente, en la presente invencion también se incluyen otros métodos para determinar/medir la
estabilidad de suspensiones que contienen particulas. Un experto en la técnica estara familiarizado con otros
métodos adecuados.

Cuando se utilizan mediciones de potencial zeta para determinar la estabilidad, las suspensiones se consideran
estables en el contexto de la presente invenciéon cuando el potencial zeta medido por dispersién dinamica de la luz
segun se expone en la presente es, p. €j., de al menos 10 mV o superior o, p. €j., de al menos -10 mV o inferior.
Preferentemente, el potencial zeta es de al menos 15 mV o superior, al menos 20 mV o superior, al menos 25 mV o
superior, al menos 30 mV o superior, al menos 35 mV o superior, al menos 40 mV o superior, al menos 45 mV o
superior, al menos 50 mV o superior, al menos 55 mV o superior y de la forma mas preferida al menos 60 mV o
superior. Como alternativa, el potencial zeta también puede ser preferentemente de al menos -15 mV o inferior, al
menos -20 mV o inferior, al menos -25 mV o inferior, al menos -30 mV o inferior, al menos -35 mV o inferior, al
menos -40 mV o inferior, al menos -45 mV o inferior, al menos -50 mV o inferior, al menos -55 mV o inferior y de la
forma mas preferida al menos -60 mV o inferior.

Cuando se utiliza la sedimentacion de particulas micronizadas de las suspensiones como método para determinar la
estabilidad de la suspensiones, se considera que las suspensiones son estables en el contexto de la presente
invencion cuando, p. €j., el porcentaje por debajo del frente de sedimentacion medido como se expone en la
presente es de al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al
menos 95% después de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y preferentemente 8 dias (tras la molienda).

Cuando se determina el tamafio de las particulas en las suspensiones para obtener una indicacién de la estabilidad
de las suspensiones, se considera que las suspensiones son estables en el contexto de la presente invencién
cuando, p. €j., el tamafio medio de las particulas proporcionado mediante la férmula de Stokes para una
sedimentacion impedida en un flujo laminar no se incrementa mas de un factor de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, mas
preferentemente el incremento del tamafio medio de las particulas debe ser inferior a un factor de 1.5, 1.3, 1.2, 1.1,
1.05, 1.01, 1.005, 1.001, durante un periodo de al menos 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o 30 dias después de
la reduccion del tamario, p. €j., mediante molienda. En una realizacion preferida, el tamafio medio de las particulas
no se incrementa en absoluto durante el periodo indicado. La férmula de Stokes es la siguiente:
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Vs 18- H fluida
g (p particula™ P, ﬂuida)

Dstokes: diametro de Stokes de la particula

Vs: velocidad inicial de sedimentacion determinada experimentalmente
Mruida: Viscosidad de la fase liquida

g: gravedad

Pruida: densidad de la fase liquida

Pparticula: densidad de la particula del producto

stokes —

En la formula anterior, el diametro de Stokes de la particula, como resultado del comportamiento hidrodinamico de la
particula en un fluido, se califica como equivalente al diametro de una particula esférica que tenga el mismo
comportamiento hidrodinamico (remitase, p. €j., a Camp T.R. (1946), Sedimentation and the design of settling tanks,
Trans. Am. Soc. Civ. Eng. 111:895-958; Dobbins W.E. (1944), Effect of turbulence on sedimentation. Trans. Am.
Soc. Civ. Eng. 109:629-653).

Como alternativa, se considera que las suspensiones son estables en el contexto de la presente invencion cuando el
tamafo medio de las particulas (ds,3) determinado mediante analisis de difraccion laser no se incrementa mas de un
factor de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, mas preferentemente el incremento del tamafio medio de las particulas debe ser
inferior a un factor de 1.5, 1.3, 1.2, 1.1, 1.05, 1.01, 1.005, 1.001, durante un periodo de al menos 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 15, 20, 25 o 30 dias después de la reduccion del tamafio, p. ej., mediante molienda. En una realizacion
preferida, el tamafo medio de las particulas no se incrementa en absoluto durante el periodo indicado.

Basandose en los métodos anteriores, se seleccionan las condiciones/valores de pH adecuados para la molienda.
Por ejemplo, durante la molienda por via himeda en el paso c) de un método de la invencion para preparar una
suspension estable de particulas micronizadas del compuesto organico solido, se pueden aplicar unas
condiciones/valores de pH donde las suspensiones sean estables, p. €j, unas condiciones/valores de pH de las
suspensiones que tengan un potencial zeta que sea de al menos -10 mV o inferior o donde el porcentaje por debajo
del frente de sedimentacion medido como se expone en la presente sea de al menos un 70% después de 8 das
(tras la molienda). En el paso b) ya se puede producir una suspension estable de particulas micronizadas si una de
las suspensiones evaluadas es estable. A pesar de ello, los pasos a) y b) se dirigen principalmente a preparaciones
de pequenia escala y a la evaluacion de las estabilidades en suspension. Un experto en la técnica comprendera que
la evaluacion de la estabilidad de las suspensiones no se llevara a cabo a gran escala, por ejemplo, a escala
industrial. El paso c) se dirige a la preparacion concreta de las suspensiones estables, p. ej., a una preparacion a
escala industrial.

En una realizacion, la presente invencion proporciona un método para preparar una suspension estable de particulas
micronizadas de un compuesto organico soélido en ausencia de un estabilizante de acuerdo con la invencion,
comprendiendo el método el paso de, p. €j., someter el compuesto organico sdélido a una reduccion del tamafio
mediante una molienda por via himeda en condiciones de pH donde el potencial zeta del compuesto orgarico de
tamario reducido es de 10 mV o superior 0 -10 mV o inferior. En estas condiciones de potencial zeta, se determina
que las suspensiones son estables. Por consiguiente, en una realizacion, la reduccion del tamafio mediante la
molienda por via humeda se lleva a cabo en ausencia de un estabilizante en condiciones de pH, donde el potencial
zeta del compuesto organico de tamafio reducido es de 10 mV o superior. Preferentemente, el potencial zeta del
compuesto organico de tamario reducido es de 15 mV o superior, 20 mV o superior, 25 mV o superior, 30 mV o
superior, 35 mV o superior, 40 mV o superior, 45 mV o superior, 50 mV o superior, 55 mV o superior y de la forma
mas preferida 60 mV o superior. En otra realizacion, la reduccion del tamafio mediante la molienda por via humeda
se lleva a cabo en ausencia de un estabilizante en condiciones de pH, donde el potencial zeta del compuesto
organico de tamano reducido es de -10 mV o inferior. Preferentemente, el potencial zeta del compuesto organico de
tamario reducido es de -15 mV o inferior, -20 mV o inferior, -25 mV o inferior, -30 mV o inferior, -35 mV o inferior, -40
mV o inferior, 45 mV o inferior, -50 mV o inferior, -55 mV o inferior y de la forma mas preferida -60 mV o inferior.

La principal ventaja del método de acuerdo con la invencion es que, debido al método de acuerdo con la invencion,
no es necesario utilizar estabilizantes que se emplean habitualmente para proporcionar estabilizacion electrostatica
o estérica a las suspensiones o que incrementan la viscosidad de las suspensiones. Una suspension preparada
mediante el método de la invencion sigue siendo estable durante un periodo prolongado, a varios valores de pH e
incluso sin estar tamponada.

En el contexto de la presente invencion, el término «suspension» se refiere a una mezcla de un sélido en un liquido
o fluido supercritico. Dicho de otro modo, se refiere a particulas sélidas en un medio liquido. Los términos
«suspension» y «dispersion» se utilizan indistintamente en el contexto de la presente invencion. El medio puede ser
acuoso, parcialmente acuoso 0 incluso no acuoso. El medio también puede ser un fluido supercritico.
Preferentemente, el medio es un liquido cuyo pH se puede fijar.
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El término «estabilizantes», tal como se utiliza en la presente, se refiere, p. €j., a agentes tensioactivos tales como
surfactantes, espesantes, p. ej. hidrocoloides, polielectrolitos, copolimeros en bloque, y cationes y aniones
multivalentes, los cuales se utilizan habitualmente para proporcionar estabilizacién electrostatica o estérica a las
suspensiones.

En el contexto de la presente invencion, la expresion «carga superficial intrinseca» se refiere a la carga superficial
«natural» de una particula, es decir, la carga superficial que no ha sido modificada por la adicién de estabilizantes.
La carga superficial de una particula se puede medir utilizando métodos conocidos en la técnica tales como, p. €j., la
titulacion.

El término «estable», en el contexto de una suspension estable, se refiere a una suspension en la que la agregacion
de las particulas se previene de forma sustancial o completa, es decir, a una suspensién en la que el tamafio medio
de las particulas durante un periodo de al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o 30 dias después de la
reduccion del tamafio, p. €j., mediante molienda, no se incrementa mas de un factor de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, mas
preferentemente el incremento del tamafio medio de las particulas durante este periodo debe ser inferior a un factor
de 1.5, 1.3, 1.2, 1.1, 1.05, 1.01, 1.005, 1.001. En una realizacién preferida, el tamafio de las particulas no se
incrementa en absoluto. En la presente invencion, la estabilidad se consigue mediante una molienda por via humeda
a un pH en el que la carga superficial intrinseca del compuesto es suficiente para minimizar la agregacion, es decir,
a un pH en el que la agregacion esta impedida. El experto sera capaz de pensar en varios métodos para determinar
el pH adecuado. En una realizacion, el pH adecuado se determina (i) mediante una molienda por via hiumeda a
diferentes valores de pH, (ii) determinando a qué pH el tamafio medio de las particulas no se incrementa mas de un
factor de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 o 2 durante un periodo de al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o 30 dias
después de la molienda y a continuacion (iii) seleccionando ese pH para las condiciones de la molienda por via
humeda. El pH seleccionado es el pH adecuado, es decir, el pH en el que se pueden producir las particulas
micronizadas sin necesidad de utilizar estabilizantes para estabilizar la suspension. El pH adecuado puede ser un
intervalo de valores de pH (por ejemplo, pH<4 o pH=8 o un pH comprendido entre 5 y 9, para dar tan solo algunos
ejemplos), lo que significa que no solo un valor de pH especifico es adecuado, sino que varios valores de pH dentro
de un intervalo son adecuados para preparar una suspension estable de particulas micronizadas. En una
realizacion, la invencién proporciona un método para preparar una suspension estable de particulas micronizadas de
un compuesto organico solido en ausencia de un estabilizante de acuerdo con la invencion, comprendiendo el
método los pasos de, p. €j., a) someter el compuesto organico sélido a una molienda por via himeda a diferentes
valores de pH, b) determinar el tamafio medio de las particulas del compuesto organico sdlido de tamafio reducido
obtenido durante un periodo de al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o 30 dias después de la molienda por
via humeda, y c) preparar la suspension estable de particulas micronizadas del compuesto organico sélido
sometiendo el compuesto organico solido a una reduccion del tamafio mediante una molienda por via himeda en
condiciones de pH, donde el tamafio medio de las particulas del compuesto organico solido de tamafo reducido
obtenido no se incrementa mas de un factor de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, mas preferentemente el incremento del
tamafo medio de las particulas debe ser inferior a un factor de 1.5, 1.3, 1.2, 1.1, 1.05, 1.01, 1.005, 1.001 durante un
periodo de al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25 o0 30 dias después de la molienda por via himeda.

El experto puede utilizar el potencial zeta, que esta relacionado con la carga superficial intrinseca, para obtener una
indicacion del intervalo de pH adecuado. La significancia del potencial zeta es que su valor se puede relacionar con
la estabilidad de las suspensiones. Los compuestos con un potencial zeta «elevado» estan eléctricamente
estabilizados. Para suspensiones idénticas, se aplica lo siguiente: cuanto mayor sea el valor absoluto del potencial
zeta, mayor sera el valor absoluto de la carga superficial efectiva y mas estable sera la suspension. El potencial zeta
se puede medir utilizando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, utilizando un analizador de potencial zeta
segun se describe en Hunter R.J. (1998), Introduction to modern colloid science, Oxford Science press, paginas 241-
247.

Preferentemente, el método de acuerdo con la invencion, es decir, la molienda, se lleva a cabo con una fuerza iénica
baja, es decir, con una fuerza iénica inferior a 0.50 M, 0.40 M, 0.30 M o0 0.20 M, mas preferentemente inferior a 0.10
M o 0.05 M, aan mas preferentemente inferior a 0.01 M (remitase, p. €j., a Hunter R.J. (1998), Infroduction to modern
colloid science, Oxford Science press, pagina 207).

En el contexto de la presente invencion, la expresion «particulas micronizadas» se refiere a particulas con un
diametro medio de 10 uym o inferior. En una realizacién preferida, el diametro de las particulas es de 5 um o inferior,
3 um o inferior, 1 ym o inferior, 0.9 ym o inferior, 0.8 um o inferior, 0.7 ym o inferior, 0.6 ym o inferior, 0.5 ym o
inferior, 0.4 pym o inferior, 0.3 ym o inferior y mas preferentemente 0.2 ym o inferior. De la forma mas preferida, se
refiere a particulas con un diametro de 0.1 um o inferior, 0.075 um o inferior, 0.050 ym o inferior o incluso 0.040 ym
o inferior. El tamafio de las particulas se determina basandose en el tamafio medio de las particulas, el cual en el
contexto de la presente invencién se expresa como ds,3 que se mide mediante técnicas de difraccion laser, p. ej.,
dispersion de la luz. La dispersiéon de la luz devuelve una sefal que se traduce en un diametro de una esfera
equivalente. El equipo de dispersién de la luz es muy conocido en la técnica, por ejemplo, un analizador del tamafio
de particulas por difraccion laser de Beckmann Coulter denominado LS230, el cual utiliza la dispersion de la luz laser
acoplada con mediciones de angulo ancho de la luz dispersada. Preferentemente, al menos un 50%, 60%, 70%,
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80%, 90%, 95%, 97% y de la forma mas preferida un 99% (p/p) o mas de las particulas en una suspension tienen el
diametro medio inferior o igual al diametro medio dado anteriormente. Obviamente, para determinar el tamafio de las
particulas también se pueden utilizar otras técnicas de determinacion del tamafo de las particulas tales como
microscopia, microscopia electronica de barrido (SEM), microscopia electronica de transicion (TEM), Halo LM10
(Nanosight), Coulter Counter Multisizer 3 (Beckman Coulter).

La reduccion del tamafio se consigue mediante una molienda por via himeda. Las técnicas de molienda son muy
conocidas en la materia e incluyen la trituraciéon con medios tal como la trituraciéon con microesferas, trituracion
vibratoria, trituracion con bolas; trituracién por inyeccion, por ejemplo, utilizando un micronizador, un molino jet-o-
mizer o un pulverizador por inyeccion; trituracion por dispersion y trituracion de coloides; trituraciéon por abrasion de
discos; y homogenizacion. Los molinos y homogeneizadores utilizados pueden disponer de un equipo de
refrigeracion para mantener la temperatura por debajo de un valor en el que los materiales que se han de ftriturar
descomponen o pierden actividad de otro modo y pueden disponer de un equipo para mantener los materiales que
se han de triturar en una atmésfera controlada.

En el contexto de la presente invencion, la expresion «molienda por via himeda» se refiere al proceso de ejercer
fuerzas mecanicas sobre un material sélido de interés que esta dispersado o suspendido en una fase liquida o fluida
(en el caso de fluidos supercriticos) con el fin de romper el material sélido en fragmentos mas pequefios (es decir,
reduccion del tamario de las particulas). Las fuerzas mecanicas para la molienda por via himeda se pueden aplicar
de muchos modos y existen muchas técnicas diferentes disponibles para la molienda por via himeda. La «<molienda
por via humeda», tal como se utiliza en la presente, también incluye técnicas de homogeneizacion tales como
técnicas en las que una fuerza provocada por una gran caida de presion sobre un area pequefia se aplica sobre el
material solido. En el presente contexto, los términos «trituracion» y «molienda» se utilizan indistintamente. En una
realizacion de la invencién, la molienda por via hUmeda en el método de acuerdo con la invencion va precedida por
una trituracion por via seca.

La molienda por via hUumeda en el método de acuerdo con la invencién se puede llevar a cabo con o sin el uso de un
medio de molienda. En una realizacién de la invencién, la molienda por via hUmeda se lleva a cabo utilizando un
medio de molienda. En el contexto de la presente invencion, la expresidon «medio de molienda» se refiere a
microesferas esféricas de plastico tal como poliestireno, metal tal como 6xido de zirconio o acero, o vidrio, de las
cuales existe constancia en la técnica que se utilizan para moler compuestos. Los medios de molienda pueden tener
una dureza y densidad diferentes dependiendo del material utilizado. Los medios de molienda metalicos se pueden
estabilizar, por ejemplo, con itrio. Se pueden utilizar mezclas de microesferas de diferente composicion. En una
realizacion, se utiliza un medio de molienda de 6xido de zirconio estabilizado con itrio.

El tamaio de las microesferas en el medio de molienda puede variar. En el método de acuerdo con la invencién, se
utilizan microesferas con un diametro medio comprendido en el intervalo desde unos micrémetros hasta varios
milimetros. También se pueden utilizar mezclas de microesferas de diferentes tamafios en el método de la
invencion. En una realizacion, se utilizan microesferas de 6xido de zirconio de 0.3, 0.5 y 0.8 mm estabilizadas con
itrio (Tosoh Corporation, Japon).

En el contexto de la presente invencion, la expresion «compuesto organico» se refiere a cualquier miembro de la
amplia clase de compuestos cuyas moléculas contienen carbono e hidrégeno; por consiguiente, los carburos,
carbonatos, 6xidos de carbono y el carbono elemental no se consideran organicos segun se interpreta en la
presente. Los derivados semisintéticos de los compuestos organicos también se incluyen en la presente invencion.
El método de la invencidon se puede utilizar convenientemente para compuestos organicos poco solubles. En el
contexto de esta invencién, un compuesto es poco soluble en un disolvente especifico si tiene una solubilidad
inferior a 30 g/l a temperatura ambiente en ese disolvente especifico tal como, por ejemplo, en disolventes organicos
tales como etanol, en aceite o en agua. Preferentemente, el compuesto organico es un producto alimentario,
suplemento alimentario, producto para piensos, producto agricola o un compuesto farmacéutico, tal como un
pigmento organico, p. e€j., un carotenoide, p. ej., beta-caroteno, apocarotenal o su éster, licopeno, luteina,
zeaxantina, cantaxantina o astaxantina; un antibiético, p. €j., una beta-lactama; una vitamina; una benzoquinona, p.
€j., la coenzima Q10; una proteina; una enzima; un péptido; un lipido; un polisacarido; o un antibiético poliénico, p.
ej., natamicina, nistatina, anfotericina B, trienina, etruscomicina, filipina, chainina, dermostatina, linfosarcina,
candicidina, aureofungina A, aureofungina B, hamicina A, hamicina B o lucensomicina. En otra realizacion mas, el
compuesto organico es café, cacao, grano/maiz, granulos de almidén, por nombrar tan solo algunos.

En el contexto de la presente invencion, el término «natamicina» se refiere a cualquier tipo de natamicina,
compuesto que también se conoce como pimaricina y el cual es un compuesto antifungico poliénico. La natamicina
es muy conocida en la técnica, remitase, por ejemplo, a los documentos EP 0678241, US 5942 611, US 5591 438 y
EP 0600983.

La suspension de particulas micronizadas obtenida utilizando el método de acuerdo con la invencion se puede tratar
posteriormente para separar fisicamente las particulas y el medio de molienda, con el fin de eliminar el medio de
molienda del producto final. Esto se puede llevar a cabo utilizando cualquier método conocido en la técnica para



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2670399 T3

separar solidos de una suspension, que incluye centrifugacion, filtracion y sedimentacién, para nombrar tan solo
algunos.

La suspension de particulas micronizadas obtenida mediante el método de la invenciéon se puede formular
finalmente en un producto mediante la adicion de aditivos y compuestos conocidos en la técnica para formular un
producto tal como la adicion de espesantes, surfactantes y polimeros. En una realizacion preferida, la suspension de
particulas micronizadas obtenida mediante el método de la invencién es estable. La formulacién de la suspension en
un producto también puede implicar el secado de la suspension. La suspensién se puede secar utilizando cualquier
método conocido en la técnica que no perjudique al producto. En una realizacion, la suspension se seca mediante
un secado por pulverizacion, secado al vacio, refrigeracion por pulverizacion, secado por pulverizacion modificado,
secado en laminas, prensado, liofilizacién o procesos de secado que utilizan CO; supercritico o cualquier otro fluido
supercritico.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a una suspensiéon de particulas micronizadas de un compuesto
organico solido que se puede obtener de acuerdo con un método de acuerdo con la invencion. Preferentemente, la
suspension es estable y estd sustancialmente exenta de estabilizantes, preferentemente estda exenta de
estabilizantes. La suspension puede ser liquida, pero también se puede haber sometido a un secado vy, por lo tanto,
estar seca, p. €j., puede ser un polvo.

En otro aspecto de la invencion, la suspension de particulas micronizadas producida mediante el método de acuerdo
con la invencién se utiliza en un método para producir un polvo, un recubrimiento, una pelicula o una lamina. Este
método comprende utilizar una suspension de particulas micronizadas y formular la suspension para obtener una
suspension concentrada, una pasta, un polvo, una pelicula, un recubrimiento o una lamina utilizando métodos de
vanguardia conocidos por el experto. Una suspension concentrada, pasta, polvo, pelicula, recubrimiento o lamina
que se pueda obtener mediante el método constituye otro aspecto de la presente invencion. Utilizando el método de
la invencion, se puede obtener un polvo dispersable que proporciona particulas micronizadas cuando se dispersa en
un liquido. Tal polvo dispersable también esta englobado en la presente invencion. La dispersion obtenida con
particulas micronizadas es estable en condiciones sustancialmente exentas de estabilizantes.

Las particulas micronizadas, ya sea en forma de una suspensién, una suspension concentrada, una pasta, un polvo,
un recubrimiento, una pelicula o una lamina o cualquier otra forma adecuada, se pueden utilizar en la industria
alimentaria o de piensos, en horticultura, en agricultura o en la industria farmacéutica. En una realizacion, se utilizan
en o sobre un producto lacteo tal como sobre queso o en recubrimientos de queso. En otra realizacién, se utilizan en
o sobre fruta, freza o sustrato de crecimiento de champifiones, patatas, bulbos y sobre plantas y flores. En otra
realizacion mas, la suspension u otras formas se utilizan en formulaciones farmacéuticas tales como en la
produccion de capsulas y comprimidos, donde se pueden utilizar como principio activo o como excipiente o aditivo,
por ejemplo, en formulaciones para liberacion controlada. En una realizacion, se utiliza una suspension en el
recubrimiento, como aditivo de color o pigmento.

Un producto alimentario, producto de pienso, producto de horticultura, producto agricola o producto farmacéutico
que comprenda una suspension de particulas micronizadas de acuerdo con la invencién o una suspension
concentrada, una pasta, un polvo, una pelicula, un recubrimiento o una lamina de acuerdo con la invencion
constituyen otra parte de la presente invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1

Medicion de la distribucion de tamanos de particulas y tamaifio medio de las particulas de diferentes
compuestos organicos

Se realizaron mediciones para los siguientes compuestos organicos: natamicina (DSM Gist, Delft, Paises Bajos),
nistatina (DSM, Delft, Paises Bajos), cacao (cacao Blooker, Amsterdam, Paises Bajos) y café (café Douwe Egberts,
Utrecht, Paises Bajos). Para la natamicina, se incluyeron en el ejemplo dos productos que contenian cada uno de
ellos particulas de natamicina de diferente forma: un producto de natamicina que comprendia particulas en forma de
discos y un producto de natamicina que comprendia particulas en forma de agujas. Antes de su uso, el café se filtré
a través de un tamiz de 150 ym. Las muestras de los compuestos organicos anteriores se dispersaron en agua
desmineralizada hasta que el valor de oscurecimiento de la luz, el cual se midi6 mediante tecnologia de difraccion
laser utilizando un analizador del tamafio de particulas por difraccion laser LS230 de BeckmanCoulter, Fullerton, CA,
EE. UU., estuvo comprendido entre un 45 y un 55%. Este valor de oscurecimiento se alcanzé con una concentracion
de particulas de aproximadamente un 1% p/p. A continuacion, se analizé la distribucion de tamafos de particulas
con el dispositivo durante 90 segundos. El dispositivo utilizé un laser rojo y una lampara de tungsteno con longitudes
de onda de 450, 600 y 900 nm para medir el tamario de las particulas. El dispositivo requirio el indice refractivo de la
fase liquida y las particulas y el indice refractivo imaginario de las particulas para determinar la distribucion de
tamafos de particulas a partir de los datos no procesados. Estos valores se entraron manualmente en el dispositivo
de medicidn (indice refractivo del liquido: 1.33; indice refractivo de la natamicina: 1.6; nistatina: 1.6; cacao: 2.0; café:
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2.0; indice refractivo imaginario de la natamicina: 0.01; nistatina: 0.01; cacao: 1.0; café: 1.0). El tamafio medio de las
particulas se determiné a partir de la distribucién de tamafios de particulas. El tamafio medio de las particulas
proporcionado por el dispositivo de medicién fue un tamafio de las particulas basado en el volumen, ds3. La
distribucion por intervalo de tamafios de particulas se proporciona como un porcentaje del total.

A partir de la Tabla 1, se puede concluir que la mayoria de las particulas del producto de natamicina en forma de
discos tienen un diametro comprendido entre 10.0 y 50.0 ym, mientras que la mayoria de las particulas del producto
de natamicina en forma de agujas tienen un diametro comprendido en el intervalo de 5.0 a 10.0 um. La mayoria de
las particulas de nistatina tienen un didametro comprendido en el intervalo de 2.0 a 5.0 ym. La mayoria de las
particulas de cacao tienen un diametro comprendido en el intervalo de 10.0 a 50.0 ym. La mayoria de las particulas
de café tienen un diametro comprendido en el intervalo de 50.0 a 200.0 um. Basandose en la distribucion de
tamafios de particulas, se calculd el diametro medio de los diferentes compuestos organicos. El tamafio medio de
las particulas (d43) para las particulas del producto de natamicina en forma de discos es de 14.6 ym; el tamafio
medio de las particulas (ds,3) para las particulas del producto de natamicina en forma de agujas es de 6.4 ym; el
tamario medio de las particulas (da,3) para las particulas del producto de nistatina es de 3.4 ym; el tamafio medio de
las particulas (ds 3) para las particulas del producto de cacao es de 22.6 um; el tamafio medio de las particulas (ds,3)
para las particulas del producto de café es de 76.5 ym.

Tabla 1. Distribucion de tamafios de particulas para las particulas de varios compuestos organicos.

Tamafio de las Natamicina en forma de Natamicina en forma de | Nistatina (% | Cacao (% | Café (%

particulas (um) discos (% p/p) agujas (% p/p) p/p) p/p) p/p)
0-0.2 0.0 10.2 7.4 0.0 0.0
0.2-0.8 0.0 7.2 4.4 0.6 0.3
0.8-2.0 0.8 10.5 27.2 2.8 1.1
2.0-50 18.4 249 46.7 9.2 1.2
5.0-10.0 32.6 31.7 12.2 19.1 1.6
10.0 - 50.0 47.8 15.6 2.1 64.0 35.9
50.0 - 200.0 0.4 0.0 0.0 4.3 59.8
Ejemplo 2

Preparacion de una suspension de particulas micronizadas de natamicina en un molino de bolas utilizando
un medio de molienda con diferentes tiempos de molienda.

Se prepard una solucién tampoén de pH 8 mezclando 13.75 ml de una solucién de acido citrico de 0.1 mol/l con
486.25 ml de una solucion de hidréxido de sodio de 0.2 mol/l. Se afiadieron 25 g de natamicina en forma de discos
(d43:14.6 ym; DSM Gist, Delft, Paises Bajos) a la solucion tampén y el polvo se dispersé mediante agitacion. La
camara de molienda (300 ml) del molino de bolas (Dynomill KDL Special de Bachofen AG, Basilea, Suiza) se llend
hasta un 75% (v/v) con microesferas de 6xido de zirconio de 0.3 mm estabilizadas con itrio (Tosoh Corporation,
Tokio, Japdn). El molino de bolas se operd a 2000 rotaciones por minuto. La suspension de natamicina se bombed a
través del molino de bolas con una tasa de flujo de 6.1 g/s. La suspension que salié del molino de bolas se volvié a
introducir en el recipiente que contenia el resto de la suspension. La suspension se hizo pasar a través de la camara
del molino de bolas muiltiples veces durante el experimento de molienda. El tiempo de residencia de la suspension
en la camara de molienda y el recipiente fue de 26.7 segundos y 59.4 segundos, respectivamente. Se tomaron
muestras de la suspension que salia del molino después de 2, 5, 10, 20, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos. Se midio el
tamano de las particulas de las muestras en suspension para cada muestra mediante difraccion laser utilizando el
analizador del tamafio de particulas por difraccion laser LS230 de BeckmanCoulter (Fullerton, CA, EE. UU.). En la
Tabla 2 se muestra el tamafio medio de las particulas que se midio.

Tabla 2: Tamafio medio de las particulas (ds3) para particulas de natamicina micronizadas en funcién del tiempo de
molienda.

Tiempo (min) da,3 (MM)
0 14.58
8.57
5.69
10 2.90
20 1.12
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Tiempo (min) da 3 (um)
30 0.45
45 0.37
60 0.21
75 0.18
90 0.18

Ejemplo 3

Influencia del tamano de las microesferas del medio de molienda y la velocidad de rotacion sobre eltamafo
medio de las particulas

El experimento descrito en el Ejemplo 2 se repitid con el mismo tipo de medio de molienda. Ademas, se utilizaron
medios de molienda con tamarios de las microesferas de 0.5 mm y 0.8 mm y una velocidad de rotacion de 3000 rpm,
4500 rpm y 6000 rpm. Los resultados en la Tabla 3 muestran que el tiempo de molienda se reduce cuando el
tamafio de las microesferas es mas pequefio y/o la velocidad de rotacién es mas elevada. Esto implica que la
reduccion del tamario de las particulas es mas rapida en el caso en que el tamafio de las microesferas del medio de
molienda es mas pequefio y/o la velocidad de rotacién es mas elevada.

Tabla 3. Tiempo de molienda requerido (en minutos) para obtener particulas de natamicina

con un tamafno medio de las particulas de 0.18 ym.

Tamario del medio de
molienda (mm)
Velocidad de rotacion 03 05 038
(rpm)
2000 60-75 140-180 240-270
3000 40-50 120-135 180-210
4500 30-40 105-120 150-180
6000 20-25 45-60 120-140

Ejemplo 4

Influencia del sistema tampdn utilizado durante la molienda sobre el tamano medio de las particulas

El experimento descrito en el Ejemplo 2 se repitio, con la condiciéon de que la natamicina se suspendié en agua. El
pH de la suspensiéon de natamicina micronizada obtenida fue de 5.5. El tamafio medio de las particulas tras la
molienda fue de 0.18 pym.

El experimento descrito en el Ejemplo 2 también se repitid utilizando un tampdn de hidrogenofosfato de dinatrio (0.20
mol/l) y acido citrico (0.10 mol/l) con diferentes valores de pH comprendidos en el intervalo de 6 a 8. Los resultados
en la Tabla 4 muestran que el pH en el intervalo estudiado no ejerce ninguna influencia significativa sobre el tamafio
medio final de las particulas (0.18 pm) y que el tiempo necesario para alcanzar la particula final fue esencialmente
igual para todos los valores de pH. Esto indica que el pH no ejerce ningun efecto significativo sobre la eficacia de la
molienda.

Tabla 4. Influencia del pH sobre el tamafio medio de las particulas y el tempo de molienda.

pH 6 7 8

Tiempo de molienda (minutos) 75-90 60-75 60-75

Tamafo medio de las particulas ds 3 (um) 0.18 0.18 0.18
Ejemplo 5

Reduccion del tamano de las particulas utilizando un homogeneizador
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Se dispersé natamicina en forma de discos en polvo, en agua con una concentracion de 3000 ppm. El tamafio medio
de las particulas de la suspensién de natamicina era de aproximadamente 15 uym. La suspension se homogeneizé
con un homogeneizador (Panda 2K, ns100L, GEA NIRO SOAVI, disruptor celular (tipo R)) y se obtuvo una
suspension que comprendia particulas micronizadas de natamicina. En la Tabla 5 se muestra el tamafio medio de
las particulas (ds,3) para las particulas de la suspension obtenida en funcién de la presién de homogeneizacion para
un numero diferente de ciclos de homogeneizacion. Los resultados de la Tabla 5 muestran que el tamafio medio de
las particulas se puede reducir de forma significativa con un homogeneizador y que la reduccién del tamafio de las
particulas se mejora incrementando la presion de la homogenizacién y el nimero de ciclos a través del
homogeneizador.

Tabla 5: Tamafio medio de las particulas en funcién de la presion y el numero de ciclos del homogeneizador.

Presion de la homogeneizacion (bar) Numero de ciclos Tamaio medio de las particulas (um)
750 3 3.8
1200 5 2.2
1500 25 2.0
Ejemplo 6

Determinacion del potencial zeta de suspensiones de natamicina micronizada

Se preparé una suspension que comprendia natamicina micronizada esencialmente como se ha descrito en el
Ejemplo 2, pero la molienda se llevd a cabo en agua desmineralizada sin correcciéon del pH con acido o base. La
muestra del producto micronizado se afiadié a una solucién acuosa que contenia KCI 1 mM y se obtuvieron
soluciones acuosas que contenian un 0.1% (p/p) del producto micronizado. El pH de la suspension se ajustd
mediante una titulacién con HCI 0.25 M y NaOH 0.10 M en el dispositivo de medicién del potencial zeta (sistema
automatizado). Se varié el pH en el intervalo de pH 3 a 10 con pasos de 1 + 0.2 unidades de pH. El potencial zeta se
midi6 para cada valor de pH en un instrumento Zetasizer (Malvern, Worcestershire, Reino Unido). Los resultados se
muestran en la Tabla 6. A partir de los resultados, se puede deducir que el punto isoeléctrico de la natamicina
micronizada se encuentra alrededor de un pH de 5.4. Los resultados muestran que un pH adecuado para formar
suspensiones estables de natamicina micronizada mediante una molienda por via humeda en ausencia de un
estabilizante se puede encontrar en un pH de alrededor de 4.6 o inferior (potencial zeta de aproximadamente +10
mV o superior o en un pH de alrededor de 6.7 o superior (potencial zeta de aproximadamente -20 mV o inferior).

Tabla 6: Potencial zeta de suspensiones de natamicina micronizada para varios valores de pH.

pH Potencial zeta (mV)
+40
+21
+3
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Ejemplo 7

Propiedades de sedimentacion de suspensiones de natamicina micronizada y no micronizada

En este experimento se analizd la estabilidad de suspensiones de natamicina micronizada y no micronizada
observando el comportamiento de sedimentacion de las suspensiones. Se prepard una suspension de natamicina
micronizada esencialmente como se ha descrito en el Ejemplo 2, con la condicion de que la natamicina se suspendio
en agua desmineralizada y no se fijé el pH. A continuacion, se prepard una suspension con una concentracion final
de natamicina de un 1% (p/p) en una solucién acuosa que contenia NaCl 0.01 M. El pH de las muestras de la
suspension se fijé con NaOH 0.01 M y HCI 0.01 M. Las muestras de la suspension se almacenaron y el pH se ajusté
después de 10 y 24 horas, cuando fue necesario. Después de 24 horas, el pH de las muestras de la suspension
permanecié constante. Se colocaron 10 ml de cada muestra por separado en una pipeta de plastico (pipeta de
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plastico desechable y estéril de 10 ml; diametro interno de 7 mm; Bibby Sterilin Ltd. Stone, Staffordshire, Reino
Unido), la cual se cerr6 en ambos extremos y se almacend verticalmente a 4 °C. El comportamiento de
sedimentacion de las muestras se siguié en funcion del tiempo midiendo el volumen por encima y por debajo del
frente de sedimentacion en cada pipeta.

Los resultados se muestran en la Tabla 7. Los porcentajes indican la fraccion del volumen por debajo del frente de
sedimentacion. La tabla muestra que los porcentajes en volumen por debajo del frente de sedimentacion se reducen
en funcién del tiempo para ciertas condiciones de pH. Esto implica que las particulas forman un sedimento. La
velocidad a la que esto sucede varia con el pH. Por ejemplo, a pH 3 y pH 10 la sedimentacion no es significativa,
mientras que, p. €j., a pH 4 la sedimentacion es significativa.

Ademas de las propiedades de sedimentacién de una suspension de natamicina micronizada, se determinaron las
propiedades de sedimentacion del material de partida, es decir, natamicina no micronizada con un tamafio de las
particulas de alrededor de 15 um, para los valores de pH indicados en la Tabla 7. En un periodo de 24 horas, todas
las particulas de la suspension para todos los diferentes valores de pH (pH de 3 a 10) se sedimentaron
completamente. Esto difiere del comportamiento de sedimentacion de cualquiera de las muestras de la suspension
de natamicina micronizada, donde no se observd practicamente ninguna sedimentacion después de 24 horas
(remitase a la Tabla 7). Por consiguiente, se puede concluir que la tasa de sedimentacion de la suspension de
natamicina micronizada se reduce significativamente en comparacion con la de la suspension de natamicina no
micronizada.

La comparacion de los resultados de la Tabla 7 con el potencial zeta medido en el Ejemplo 6 muestra que la tasa de
sedimentacion se reduce cuando la diferencia entre el pH y el punto isoeléctrico (pl) se incrementa. Este
comportamiento se puede explicar por el incremento de la repulsién electrostatica con el incremento de la diferencia
entre el pH y el pl.

Tabla 7: Comportamiento de sedimentacion de la natamicina micronizada.

Tiempo (dias) 0 0.5 1 2 3 4 5 6 7 8
pH3 100% | 100% | 100% 100% | 100% | 100% | 100% 99% 98% 98%
pH 4 100% 96% 97% 88% 87% 85% 83% 81% 79% 77%
pH 5 100% 97% 92% 85% 79% 75% 72% 70% 68% 66%
pH 6 100% 98% 94% 89% 83% 79% 76% 73% 70% 68%
pH7 100% 98% 94% 89% 84% 80% 77% 74% 72% 71%
pH 8 100% | 100% 98% 96% 93% 92% 90% 88% 86% 84%
pH9 100% | 100% 99% 97% 96% 95% 93% 92% 90% 89%
pH 10 100% | 100% | 100% 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100% | 99%
Ejemplo 8

Preparacion de un polvo dispersable de una suspension que comprende particulas micronizadas de
natamicina

Se preparoé una suspension de natamicina micronizada en agua esencialmente como se ha descrito en el Ejemplo 4.
Las particulas de la suspension tenian un tamafio medio de las particulas de 0.18 ym. Se congelaron 20 ml de la
suspension de natamicina micronizada en nitrogeno liquido antes de someterlos a un vacio elevado durante 24
horas. Este proceso de liofilizacion dio como resultado un polvo seco. Una muestra representativa de este polvo se
volvié a dispersar en agua mediante agitacion con una fuerza muy baja y la suspension obtenida se introdujo en el
equipo para el tamafio de particulas por difraccion laser LS230 (BeckmanCoulter, Fullerton, CA, EE. UU.). La
suspension se bombed de forma continua a través del equipo y se midi6 la distribucion de tamafios de particulas.
Los resultados de esta medicion se muestran en la Tabla 8. Los resultados demuestran que los granulos de
particulas micronizadas obtenidos mediante una molienda por via himeda y secados posteriormente (mediante, p.
€j., liofilizacién) se pueden, al menos parcialmente, volver a dispersar en la suspension de particulas original (es
decir, micronizadas) cuando se introducen en un medio liquido, p. €j., agua.
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Tabla 8: Tamario medio de las particulas y cantidad de particulas con un diametro < 0.5 pm.

Tiempo (minutos) Tamafio medio de las particulas d4 3 % (p/p) de particulas con un
(um) diametro < 0.4 ym
0 13.8 6.6
2 13.4 10.9
4 12.6 15.5
7 10.2 20.6
11 8.5 34.0
15 4.2 49.6
17 0.46 84.2
19 0.45 84.7
36 0.40 87.7
40 0.40 87.5
50 0.39 88.2
61 0.34 90.7
70 0.31 92.6
Particulas micronizadas de 0.18 100.0
natamicina

Ejemplo 9

Prueba de disolucién de natamicina micronizada

Una suspension de natamicina micronizada preparada esencialmente como se ha descrito en el Ejemplo 7 (con un
tamafio inferior a 0.2 ym) se diluyd 70 veces con agua a temperatura ambiente. Se agitd la suspension. Se tomaron
muestras después de 5 segundos y a continuacion cada 10 segundos. Las particulas se eliminaron de la suspension
mediante filtracion con un filtro de jeringa de 0.02 ym (Whatman International Ltd, Inglaterra). La concentracion de
natamicina en la solucién restante se midi6 con un espectrofotometro (Uvikon 933, Kontron Instruments). Los
resultados muestran que en las particulas micronizadas se disuelven muy rapido. La solucién alcanzé la saturacion
en 5 segundos (aproximadamente 43 ppm de natamicina en solucion y particulas sdlidas restantes). Se repitio la
misma prueba con particulas de natamicina en forma de discos no molidas con un tamafio medio de las particulas
de alrededor de 15 um. En este caso, la concentracién de saturacion se alcanzé después de aproximadamente 2
horas.

En un experimento alternativo, se analizé el comportamiento de disolucién de diferentes suspensiones de natamicina
suspendiendo una cantidad conocida de particulas de natamicina en 500 ml de una solucién tampén de fosfato (0.01
M, pH 6.8). La suspensién obtenida se agité a 300 rpm con un agitador magnético. Se tomaron muestras de la
suspension en funciéon del tiempo. Estas muestras se filtraron con un filtro de jeringa de 0.02 ym (Whatman
International Ltd, Inglaterra) para eliminar las particulas de natamicina suspendidas. A continuacion, se analizé la
concentracion de natamicina en el filtrado mediante espectrofotometria de luz UV (Uvikon 933, Kontron Instruments)
con una longitud de onda de 304 nm. Se construyd una curva de calibrado para traducir la absorbancia que se midié
con el espectrofotdmetro en la concentracion de natamicina en ppm. Se utilizé analisis de HPLC como segundo
método de cuantificacion de la natamicina. Para esta medicion, se afiadié metanol al filtrado (1:1 en volumen). A
continuacion, la mezcla se introdujo en una columna de HPLC para cuantificar la natamicina.

En la Tabla 9 se muestran los resultados para diferentes concentraciones de tres tipos de suspensiones de
natamicina: suspensiones que comprenden particulas de natamicina con un tamafio medio de las particulas de
aproximadamente 15 um; suspensiones que comprenden particulas de natamicina con un tamafio medio de las
particulas de aproximadamente 6 uym; y suspensiones que comprenden particulas micronizadas de natamicina con
un tamafio medio de las particulas de aproximadamente 0.18 um. Estos tamafos medios de las particulas se
midieron con el método de difraccion laser descrito anteriormente (LS230, Beckman Coulter; remitase a Infroduction
to modern Colloid Science, Robert J. Hunter (1993), Oxford Science Publications).

Las soluciones que se analizaron fueron las siguientes:
A: Suspension de particulas de natamicina en forma de discos de 15 um (concentracion: 837 ppm)
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B: Suspensioén de particulas de natamicina en forma de discos de 15 pm (concentracion: 94.5 ppm)
C: Suspension de particulas de natamicina en forma de agujas de 6 pm (concentracién: 765 ppm)
D: Suspension de particulas de natamicina en forma de agujas de 6 um (concentracion: 76.5ppm)
E: Suspensioén de particulas micronizadas de natamicina (concentracién: 1185 ppm)

F: Suspension de particulas micronizadas de natamicina (concentracion: 719 ppm)

G: Suspension de particulas micronizadas de natamicina (concentracion: 118 ppm)

H: Suspension de particulas micronizadas de natamicina (concentracion: 74 ppm)

I: Suspension de particulas micronizadas de natamicina (concentracion: 50 ppm)

J: Suspensidn de particulas micronizadas de natamicina (concentracion: 23 ppm)

K: Suspensioén de particulas micronizadas de natamicina (concentracion: 5 ppm)

Tabla 9: Concentracién de natamicina disuelta en funcion del tiempo (en min) para tres tipos de particulas de
natamicina con varias concentraciones de natamicina en suspension (las concentraciones estan en ppm).

Muestra | 0 (min) | 1 (min) | 5 (min) | 10 (min) | 30 (min) | 60 (min) | 120 (min) | 180 (min) | 300 (min)

0 20 27 28 30 31 32 34 33
B 0 ND 5 15 21 22 24 24 28
C 1 ND 35 33 34 39 43 39 43
D 0 16 23 25 26 29 32 32 32
E 1 45 49 46 49 49 49 49 49
F 1 45 43 45 46 47 46 48 48
G 0 38 40 42 41 42 44 44 42
H 0 34 36 37 36 38 40 40 41
| 0 30 32 32 32 32 32 ND ND
J 0 19 20 20 20 20 20 20 21
K 0 5 5 5 5 5 5 5 ND

ND significa no determinado

La comparacion del compartimento de disolucion de las suspensiones A y F muestra que la concentracion de
natamicina disuelta es mas elevada para las particulas micronizadas de natamicina que para las particulas de
natamicina de 15 ym, a pesar de que la concentracion de natamicina es mas baja en la suspension que comprende
las particulas micronizadas de natamicina (719 ppm frente a 837 ppm).

La comparacion del compartimento de disolucion de las suspensiones C y F muestra que la concentracion de
natamicina disuelta es mas elevada para las particulas micronizadas de natamicina que para las particulas de
natamicina de 6 ym, a pesar de que la concentracion de natamicina es mas baja en la suspensidon que comprende
las particulas micronizadas de natamicina (719 ppm frente a 765 ppm).

Los resultados demuestran que las particulas micronizadas de natamicina tienen tasa de solubilizacion y solubilidad
mas elevadas en comparacion con las particulas de natamicina de 6 ym y 15 ym. Esto puede resultar beneficioso
especialmente en aplicaciones en las que se requiere una concentracion de natamicina disuelta elevada.

Ejemplo 10

Preparacion de suspensiones de particulas micronizadas de nistatina en un molino de bolas utilizando un
medio de molienda con diferentes tiempos de molienda.

El experimento se llevé a cabo esencialmente como para la natamicina (remitase al Ejemplo 2). En la Tabla 10 se
muestra el tamafo de las particulas obtenido. Se obtuvieron tamafios medios de las particulas similares cuando el
experimento se repitid en un tampoén de hidrogenofosfato de dinatrio/ acido citrico de pH 5 (d43: 0.17 pm tras un
tiempo de molienda de 240-270 minutos) o pH 8 (ds3: 0.17 um tras un tiempo de molienda de 210-240 minutos) o
cuando el experimento se repitié en agua desmineralizada (ds3: 0.17 pm).

Tabla 10: Tamafo medio de las particulas (ds,3) para particulas de nistatina micronizadas en funcién del tiempo de
molienda.
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Tiempo (min) da,3 (MM)
0 3.42
5 1.43
10 0.77
20 0.38
30 0.34
45 0.23
60 0.21
75 0.16
90 0.15
105 0.15

Ejemplo 11

Determinacion del potencial zeta de nistatina micronizada

Se molié la nistatina y se midié el potencial zeta esencialmente como se ha descrito para la natamicina en el
Ejemplo 6. Los resultados se muestran en la Tabla 11. A partir de los resultados, se puede deducir que el punto
isoeléctrico de la nistatina micronizada se encuentra alrededor de un pH de 4.6. A partir de los resultados, se puede
concluir que un pH adecuado para formar suspensiones estables de nistatina micronizada mediante una molienda
por via himeda en ausencia de un estabilizante se puede preparar a un pH de aproximadamente 4.4 o inferior
(potencial zeta de aproximadamente 10 mV o superior) o a un pH de aproximadamente 5.8 o superior (potencial zeta
de aproximadamente -20 mV o inferior).

Tabla 11: Potencial zeta de suspensiones de nistatina micronizada para varios valores de pH.
pH Potencial zeta (mV)
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Ejemplo 12

Propiedades de sedimentacion de suspensiones de nistatina micronizada

El experimento se llevd a cabo esencialmente como para la natamicina (remitase al Ejemplo 7). Los resultados se
muestran en la Tabla 12. Los porcentajes indican la fraccion del volumen por debajo del frente de sedimentacion. La
tabla muestra que los porcentajes en volumen por debajo del frente de sedimentacion se reducen en funcion del
tiempo para ciertas condiciones de pH. Esto implica que las particulas forman un sedimento. La velocidad a la que
esto sucede varia con el pH. A un pH de 8 y superior la sedimentacion no es significativa, mientras que, p. €j., a un
pH de 4 la sedimentacién es mucho mas rapida.

Ademas de las propiedades de sedimentacion de las suspensiones de nistatina micronizada, se determinaron las
propiedades de sedimentacion del material de partida, es decir, nistatina no micronizada con un tamafno de las
particulas de alrededor de 3.4 um para diferentes valores de pH. Las suspensiones de nistatina no micronizada con
un pH de 4 a 6 presentaron un porcentaje en volumen por debajo del frente de sedimentacion de alrededor de un
25% después de un dia. Esto difiere del comportamiento de sedimentacion de las suspensiones de nistatina
micronizada, donde no se observé practicamente ninguna sedimentacion después de un dia. Por consiguiente, se
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puede concluir que la tasa de sedimentacidon de las suspensiones de nistatina micronizada se reduce
significativamente en comparacion con la de las suspensiones de nistatina no micronizada.

La comparacion de los resultados anteriores con el potencial zeta medido en el Ejemplo 11 muestra que la tasa de
sedimentacion se reduce cuando la diferencia entre el pH y el punto isoeléctrico (pl) se incrementa. Este
comportamiento se puede explicar por el incremento de la repulsién electrostatica con el incremento de la diferencia
entre el pH y el pl.

Tabla 12: Comportamiento de sedimentacién de la nistatina micronizada.

Tiempo (dias) 0 0.5 1 2 3 4 7 8 9
pH 4 100% 99.5% 95.9% 91.3% 85.0% 84.0% 751% 72.5% 70.1%
pH 5 100% 99.2% 97.0% 94.0% 89.5% 88.9% 84.0% 82.9% 81.6%
pH 6 100% 100% 99.1% 97.8% 95.1% 94.9% 91.5% 90.4% 89.1%
pH7 100% 100% 99.9% 99.4% 98.1% 97.9% 95.0% 93.0% 91.0%
pH 8 100% 100% 99.9% 99.7% 99.0% 98.8% 96.8% 96.1% 95.7%
pH9 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
pH 10 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Ejemplo 13

Prueba de estimulacién utilizando natamicina micronizada

Para evaluar la eficacia de la natamicina micronizada en una aplicacién de queso, se llevé a cabo un experimento en
el que la superficie de quesos Gouda recién introducidos en salmuera se estimulé con cepas de Penicillium discolor
y se tratd con formulaciones que comprendian natamicina con diferentes tamafios de particula. La cantidad de
esporas de moho que fueron capaces de germinar sobre las superficies tratadas del queso es una indicacion de la
actividad antifingica de la natamicina analizada. Se consideré que los quesos (10 por cada tipo de particula de
natamicina) ya no estaban protegidos por la natamicina cuando al menos un 50% de los quesos analizados tenian
mas de dos colonias en crecimiento.

Los quesos se recubrieron con un recubrimiento que contenia el polimero base Craymul 4386 (Cray Valley,
Brummen) y que contenia particulas de natamicina. A continuacion, los quesos se contaminaron el dia cero con
Penicillium discolor PED1, CR1A y Penicillium discolor PED74, L1 con una concentracion de 1.1x10%cm?. Los
quesos se examinaron visualmente para determinar el crecimiento fungico a diario durante tres semanas. El
experimento se llevé a cabo con tres particulas de natamicina diferentes: particulas de natamicina en forma de
discos con un diametro medio de las particulas de 15 um; particulas de natamicina en forma de discos molidas para
las que la molienda se detuvo cuando el diametro medio de las particulas fue de 1.23 pm; y particulas micronizadas
de natamicina con un diametro medio de las particulas de 0.18 ym. La molienda para ambos productos se llevé a
cabo en agua; el pH de la suspension fue de 5.9; el pH no se fijé con acido o base. La concentracion de natamicina
en el recubrimiento fue de 150 ppm o 250 ppm para todas las particulas de natamicina. Como control, se analizaron
10 quesos que no comprendian natamicina en el recubrimiento. Estos quesos tenian un tiempo de proteccion medio
de 5 a 6 dias. Los resultados se muestran en la Tabla 13.

A partir de los resultados, se puede concluir que la proteccién contra el crecimiento fungico se incrementa cuando se
utilizan concentraciones de natamicina mas elevadas. Las particulas micronizadas de natamicina proporcionan la
proteccion mas prolongada contra el crecimiento de moho. Resulta obvio a partir de los resultados del experimento
que una reducciéon del tamafio de las particulas de natamicina incrementa la proteccion contra el crecimiento
fangico.

Tabla 13. Proteccion del queso contra el crecimiento fungico en dias.

Cantidad de Natamicina Natamicina Natamicina micronizada
natamicina (ppm) (15 pm) (1.23 ym) (0.18 um)
150 16 - 21
250 18 21 25

Ejemplo 14
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Preparacion de una suspension de particulas micronizadas de cacao en un molino de bolas utilizando un
medio de molienda

La preparacion de las particulas micronizadas se realizé esencialmente como se ha descrito en el Ejemplo 2, con la
excepcion de que se suspendié cacao en polvo (cacao Blooker, Amsterdam, Paises Bajos) en agua desmineralizada
para obtener una suspension de cacao al 1% (p/v). Se introdujeron 100 ml de la suspension obtenida en la camara
de molienda del molino de bolas (Dynomill KDL Special de Bachofen AG, Basilea, Suiza), la cual se llené hasta un
75% (v/v) con microesferas de 6xido de zirconio de 0.3 mm estabilizadas con itrio (Tosoh Corporation, Tokio, Japdn).
El molino de bolas se operé a 2000 rotaciones por minuto en modo discontinuo. Esto implica que el molino de
microesferas se llend con la suspensién sin circular la suspension a través del recipiente que estaba conectado con
el molino de microesferas. El pH de la suspension tras la molienda por via hUmeda fue de 6.4. Después de 16 horas
de molienda, se obtuvo un tamafio medio de las particulas (d43) de 0.14 ym. El producto de cacao no micronizado
presenté un tamafio medio de 22.6 um, lo cual indica que la molienda por via humeda dio como resultado una
reduccion significativa del tamafio de las particulas.

Ejemplo 15

Propiedades de sedimentacion de suspensiones de cacao micronizado

El experimento se llevo a cabo esencialmente como para la natamicina (remitase al Ejemplo 7). Aun pHde 5y
superior, no se observé ninguna sedimentacion significativa en 72 horas. A un pH de 3 y 4, no se observé ninguna
sedimentacion significativa en 24 horas.

Ademas de las propiedades de sedimentacion de las suspensiones de cacao micronizado, se determinaron las
propiedades de sedimentacion del material de partida, es decir, cacao no micronizado con un tamafo de las
particulas de alrededor de 23 pm para unos valores de pH similares a los que se aplicaron en el Ejemplo 7. En un
periodo de 24 horas, todas las particulas de las suspensiones para todos los valores de pH se sedimentaron
totalmente. Esto difiere del comportamiento de sedimentacion de las suspensiones de cacao micronizado, donde no
se observo ninguna sedimentacion significativa después de 72 horas para valores de pH de 5 y superiores. Por
consiguiente, se puede concluir que la tasa de sedimentacion de las suspensiones de cacao micronizado se reduce
significativamente para ciertos valores de pH en comparacion con la de las suspensiones de cacao no micronizado.

Ejemplo 16

Preparacion de una suspension de particulas micronizadas de café en un molino de bolas utilizando un
medio de molienda

La preparacion de las particulas micronizadas se realizé esencialmente como se ha descrito en el Ejemplo 2, con la
excepcion de que se filiré café en polvo (café Douwe Egberts, Utrecht, Paises Bajos) a través de un tamiz de 150
pm vy las particulas finas se suspendieron en agua desmineralizada para obtener una suspension de café al 1% (p/v).
Se introdujeron 100 ml de la suspensién obtenida en la camara de molienda del molino de bolas (Dynomill KDL
Special de Bachofen AG, Basilea, Suiza), la cual se llend hasta un 75% (v/v) con microesferas de 6xido de zirconio
de 0.3 mm estabilizadas con itrio (Tosoh Corporation, Tokio, Japén). El molino de bolas se operd a 2000 rotaciones
por minuto en modo discontinuo. Esto implica que el molino de microesferas se llené con la suspensién sin circular la
suspension a través del recipiente que estaba conectado con el molino de microesferas. El pH de la suspension tras
la molienda por via humeda fue de 6.9. Después de 8 horas de molienda, se consiguié un tamafio medio de las
particulas (ds,3) de 31 ym. El producto de café no molido presentd un tamarfio medio de 76.5 pm, lo cual indica que la
molienda por via hiumeda dio como resultado una reduccion significativa del tamarfio de las particulas. A pesar de
ello, el tamafo medio de las particulas fue ain mas grande que para otros productos evaluados. Sin embargo, una
fraccion diferente que representaba un 5.7% p/p del producto estuvo por debajo de 0.2 uym. Para las particulas de
café no molidas, ninguna de las particulas fue mas pequefia que 0.2 um. Esto muestra que, mediante la molienda,
se puede producir una fraccion significativa de particulas de café muy pequefias. Para la natamicina y nistatina, se
observé un claro efecto del tiempo de molienda sobre la reduccién del tamafio promedio de las particulas. Por
consiguiente, se puede concluir que unos tiempos de molienda mas prolongados para las particulas de café podrian
dar como resultado una reducciéon adicional del tamafio de las particulas.

Tabla 14. Distribucion de tamafios de particulas para particulas de café molidas y no molidas

Tamafio de las particulas (um) Café no molido (% p/p) Café molido (% p/p)
0-0.2 0.0 5.7
0.2-0.8 0.3 3.0
0.8-2.0 1.1 27
2.0-50 1.2 6.6
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Tamafio de las particulas (um) Café no molido (% p/p) Café molido (% p/p)
5.0-10.0 1.6 12.9
10.0 - 50.0 35.9 59.1
50.0 - 200.0 59.8 10.2

Ejemplo 17

Propiedades de sedimentacion de suspensiones de café molido

El experimento se llevd a cabo esencialmente como para la natamicina (remitase al Ejemplo 7). El producto molido
formé un sedimento en ciertas condiciones de pH. A un pH de 5 y superior, no se observé ninguna sedimentacion
significativa en 24 horas. A un pH mas bajo, p. €j., un pH de 3 y un pH de 4, la sedimentacion fue significativa en 24
horas.

Ademas de las propiedades de sedimentacién de las suspensiones de café micronizado, se determinaron las
propiedades de sedimentacién del material de partida, es decir, café no micronizado con un tamafo de las particulas
de alrededor de 76 ym para unos valores de pH similares a los que se aplicaron en el Ejemplo 7. En un periodo de
24 horas, todas las particulas de las suspensiones para todos los valores de pH se sedimentaron totalmente. Esto
difiere del comportamiento de sedimentaciéon de las suspensiones de café micronizado, donde no se observé
ninguna sedimentacion significativa después de 24 horas para valores de pH de 5 y superiores. Por consiguiente, se
puede concluir que la tasa de sedimentacion de las suspensiones de café micronizado se reduce significativamente
para ciertos valores de pH en comparacion con la de las suspensiones de café no micronizado.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar una suspension estable de particulas micronizadas de natamicina en ausencia de un
estabilizador, comprendiendo el método los pasos de:

a) someter la natamicina a una molienda por via himeda a diferentes valores de pH para obtener suspensiones de
particulas micronizadas de natamicina que tengan cada una un valor diferente de pH, o someter la natamicina a una
molienda por via humeda a un valor de pH y ajustar el pH de la suspension después de la molienda para obtener
suspensiones de particulas micronizadas de natamicina que tengan cada una un valor diferente de pH,

b) medir el potencial zeta de las suspensiones obtenidas y determinar cual de las suspensiones obtenidas tiene un
potencial zeta de 10 mV o superior o -20 mV o inferior, y

C) preparar una suspension de particulas micronizadas de natamicina sometiendo la natamicina a una reduccion de
tamafo mediante una molienda por via himeda en condiciones de pH, donde la suspension tiene un potencial zeta
de 10 mV o superior 0 -20 mV o inferior de acuerdo con el paso b).

2. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que la suspensién comprende una fuerza iénica
inferior a 0.50 M.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, caracterizado por que la molienda por via himeda en el paso
a) y/o el paso c) se lleva a cabo utilizando un medio de molienda.

4. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que la molienda por via
himeda en el paso a) y/o el paso c) va precedida por una trituracion por via seca.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacién 3 o 4, que comprende ademas el paso de separar fisicamente el
medio de molienda y las particulas micronizadas.

6. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende ademas el paso de formular
la suspensién de particulas micronizadas de natamicina en un producto.

7. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que las particulas
micronizadas tienen un diametro medio de las particulas de 1 um o inferior.

8. Una suspension de particulas micronizadas de natamicina, que se puede obtener mediante el método de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. El uso de la suspension de acuerdo con la reivindicacion 8 para producir una suspensiéon concentrada, una pasta,
un polvo, un recubrimiento, una pelicula o una lamina.

10. Un método para producir una suspension concentrada, una pasta, un polvo, una pelicula, un recubrimiento o una
lamina que comprende particulas micronizadas de natamicina, donde el método comprende utilizar una suspension
de particulas micronizadas de acuerdo con la reivindicacion 8.

11. Una suspension concentrada, una pasta, un polvo, una pelicula, un recubrimiento o una lamina que se puede
obtener mediante el método de acuerdo con la reivindicacion 10.

12. Un polvo de acuerdo con la reivindicacién 11, donde el polvo proporciona una suspension estable de particulas
micronizadas cuando se dispersa en un liquido.

13. El uso de una suspensién de particulas micronizadas de acuerdo con la reivindicacién 8 o una suspension
concentrada, una pasta, un polvo, una pelicula, un recubrimiento o una lamina de acuerdo con la reivindicaciéon 11 o
12 en la industria alimentaria o de piensos, en horticultura, en agricultura o en la industria farmacéutica.

14. Un producto alimentario, producto de pienso, producto de horticultura, producto agricola o producto farmacéutico
que comprenda una suspension de particulas micronizadas de acuerdo con la reivindicacién 8 o una suspension
concentrada, una pasta, un polvo, una pelicula, un recubrimiento o una lamina de acuerdo con la reivindicaciéon 11 o
12.
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