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DESCRIPCION
Composicion germicida formadora de pelicula de barrera para el control de la mastitis
Antecedentes
I. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para controlar la mastitis en los animales. Mas
particularmente, a una composicién basada en polisacaridos modificados que forma una pelicula de barrera que es
util para proteger las tetinas de los animales lacteos de infecciones microbianas de los canales de la leche. La
eficacia de la barrera se puede mejorar ain mas mediante la inclusion de agentes germicidas o agentes
antimicrobianos.

Il. Descripcion de la técnica relacionada

Una de las principales causas de pérdida econémica para los productores de leche es la incidencia de mastitis en
vacas o animales de leche. Las pérdidas econémicas anuales totales debidas a la mastitis son de aproximadamente
185 délares por animal lechero. Esto totaliza aproximadamente 1,7 mil millones de ddélares anuales para todo el
mercado de Estados Unidos.

La mastitis suele ser causada por la infeccion de los conductos de la leche por microorganismos. Los casos graves
de mastitis pueden causar la muerte de los animales lecheros. Los casos mas leves de mastitis son mas comunes, y
pueden resultar en la pérdida de produccion de leche junto con un aumento en el costo de la atencién veterinaria
para el productor lechero.

Los productores de leche tradicionalmente han adoptado dos enfoques para evitar que las vacas contraigan mastitis.
Se pueden usar composiciones antimicrobianas para reducir el riesgo de infeccion. Una medida emplea agentes
germicidas para matar los microbios. El otro enfoque utiliza una composicion de formacion de pelicula persistente
que se aplica a las tetinas bovinas como una barrera para impedir que los microbios entren en los conductos de la
leche.

A pesar de la investigacion y pruebas intensivas de una composicion ideal que pueda proteger eficazmente a los
animales de la mastitis, persisten muchos problemas. Aunque muchas composiciones pueden formar una capa de
pelicula sobre la piel de las tetinas, la pelicula tiende a agrietarse durante el secado, dejando algunas areas de la
piel de la tetina desprotegidas. Algunas composiciones forman una capa de pelicula sobre la piel que se lava
demasiado facilmente cuando entra en contacto con estiércol, lodo o agua. Otros materiales no se pueden eliminar
con la suficiente facilidad y pueden ser una fuente de contaminacién que complica el proceso de ordefiado y
purificacion de la leche. Ademas, algunos componentes formadores de pelicula son incompatibles con los
germicidas y otros ingredientes esenciales para las formulaciones, lo que resulta en una potencia reducida del
germicida. Es dificil formular una pelicula protectora que sea continua, uniforme, sin fragilidad, que persista entre 8 y
12 horas en las tetinas entre ordefiados, suave sobre la piel, que se elimine facilmente al limpiarla antes del
ordefiado y no gotee cuando se aplique.

El documento de patente de Estados Unidos US 5.063.249 otorgado a Andrews describe una inmersién de tetina
que contiene derivados de dodecilaminolquilamina, un emoliente y poli(N-vinilpirrolidona) (o "PVP") como ingrediente
formador de pelicula. Sin embargo, el bafio de tetina descrito en esta patente es muy fluido y, por lo tanto, es menos
probable que se adhiera a la piel de las tetinas, ya que la formulacidon no es capaz de adherirse verticalmente a las
tetinas con la fuerza suficiente para formar una pelicula protectora de larga duracion. Ademas, debido a la baja
viscosidad y el goteo, el producto no forma una pelicula protectora persistente.

Otro tipo de barrera utiliza celulosa como agente formador de barrera. El documento de patente de Estados Unidos
N° 5.776.479 otorgado a Pallos et al. divulga una composicion de inmersion de tetinas germicida que contiene un
ingrediente  formador de pelicula seleccionado del grupo que consiste en hidroxietilcelulosa,
metilhidroxipropilcelulosa y etilhidroxietilcelulosa. La composicion también incluye un agente germicida, tal como el
yodo, que se acompleja con un tensioactivo no iénico y agua para proporcionar una solucion que tiene una
viscosidad de aproximadamente 50 a 1000 cPs. Después de aplicarse a las tetinas de animales agricolas, el liquido
se seca para formar una pelicula de barrera continua.

El documento de patente europea EP 896.521 B1 describe una mezcla formadora de barrera que usa un derivado
de polisacarido de cadena mas larga, tal como la metilcelulosa o hidroxietilcelulosa que esta presente en una
cantidad que varia del 10% al 20% de la composicion en peso. La eficacia de este material de polisacarido se ve
incrementada por el uso de un material sacarido de bajo peso molecular que puede ser, por ejemplo, un
monosacarido o disacarido y puede incluir almidones hidrolizados, tal como la maltodextrina. Aunque el material de
polisacarido y el material de sacarido no son excepcionalmente efectivos solos, se logra un efecto sinérgico cuando
los materiales se usan en combinacion de tal manera que el sacarido sinérgico de bajo peso molecular esté presente
en una cantidad que oscila entre el 2% y el 10% de la composicion en peso, o aproximadamente del 20% al 50% de
la cantidad de polisacarido.
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El uso de derivados de celulosa y de derivados de celulosa basados en polisacaridos en composiciones de
inmersion de tetinas presenta una serie de problemas. Las soluciones tienden a gotear después de la aplicacion a
las tetinas, y se desperdicia una cierta cantidad de producto. El goteo de las soluciones aplicadas también resulta en
una pelicula de barrera mas delgada que no es ideal para el uso en animales lecheros. Es dificil formular
composiciones de secado rapido ya que la celulosa es relativamente insoluble en disolventes volatiles de uso
comun, tales como los alcoholes de cadena corta.

El documento de patente de Estados Unidos N°. 6.030.633 otorgada a Hemling et al. describe una composicion
formadora de pelicula para proteger a los animales lacteos de contraer mastitis durante el periodo seco de los
animales lecheros. La composicion incluye un componente formador de pelicula, tal como una mezcla de poliéter,
poliuretano y goma de benzoina, que se dispersa en un vehiculo compatible y forma una pelicula de barrera elastica
cuando se aplica sobre la piel. La composiciéon también contiene una pequefia cantidad de nitrocelulosa, para
mejorar la adherencia de la pelicula a la piel. La composicion incluye ademas un germicida para matar
microorganismos que rompan la barrera fisica.

El documento de patente de Estados Unidos US 5.139.771 divulga una composicién de mascara facial util en el
tratamiento de la piel humana para su mejora, que comprende aproximadamente de 1 a 70% de un producto final de
grano hidrolizado, aproximadamente de 0,1 a 15% de un derivado de algas y aproximadamente de 20 a 95% de
agua. El derivado de algas, o sea un alginato, se usa en combinacion con el producto final de grano hidrolizado para
dar una composicion de mascara facial con la consistencia deseada.

El documento de patente de Estados Unidos US 2007/077235 A1 divulga una composicion y un método para tratar
infecciones bacterianas con el uso de una cantidad eficaz de al menos una enzima litica especifica para la bacteria
especifica causante. La enzima litica se codifica genéticamente con un bacteriéfago que puede ser especifico para
dicha bacteria. La enzima puede ser al menos una proteina litica de péptidos en forma natural o modificada.

Aunque los polisacaridos tales como la hidroxipropilcelulosa, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa y los no
polisacaridos tales como la polivinilpirrolidona, etc. se usan tipicamente en combinacion con agentes de barrera de
pelicula en recubrimientos de pelicula acuosa, cuando se usan solos, a menudo producen una pelicula inferior sobre
las tetinas. Ademas, estos ingredientes son caros. Aunque los polisacaridos pueden ayudar a la formacion de
peliculas de alta calidad cuando se usan en combinacién con otros agentes formadores de pelicula, los formuladores
buscan constantemente alternativas mejores y mas eficientes para mejorar los recubrimientos o reducir el costo
general de los recubrimientos.

Se ha avanzado mucho en la prevencién de la incidencia de la mastitis, pero sigue existiendo la necesidad de una
composicion que no solo sea un germicida eficaz sino que también forme una pelicula persistente, continua y
uniforme como barrera fisica entre la piel del animal y los microorganismos en el entorno. También existe la
necesidad de que tales peliculas se eliminen facilmente para no contaminar la leche, mientras que también deben
durar lo suficiente como para proteger de las bacterias entre ordefiados. La duracion de la cobertura de la pelicula
es normalmente de 8 a 12 horas, pero ocasionalmente puede durar hasta 24 horas.

Compendio de la invencion

La invencion se dirige a una composicion para uso en el tratamiento de las tetinas de un animal y la prevencion de la
mastitis, capaz de formar una pelicula de barrera duradera persistente, que comprende: a) de 0,1 a 20% en peso de
material de polisacarido modificado o hidrolizado que tiene una cantidad mayoritaria de componente polisacarido
que se determina sobre la base del material polisacarido total, seleccionado del grupo que consiste en el almidén,
almidon modificado, almiddn hidrolizado, y combinaciones de los mismos; b) de 0,02 a 30% en peso de al menos un
agente activo antimicrobiano; y c) al menos un disolvente que constituye entre de 50% a 95% en peso de la
composicion, dicha composicion tiene una viscosidad que varia de 100 cPs a 4000 cPs medido por un viscosimetro
de Brookfield LV a temperatura ambiente (25° C) con un husillo #2 a 30 rpm. En un aspecto adicional, la invencion
abarca una composicién para uso en el tratamiento de las tetinas de un animal para formar una pelicula de barrera
germicida protectora duradera persistente entre ordefiados en donde la composicion se aplica en un método que
comprende: ordefiar al animal; recubrir las tetinas con el producto de inmersion de tetinas después del ordefiado; y
dejar que la composicion se seque y forme una capa de pelicula sobre dichas tetinas.

La presente divulgacion supera los problemas descritos anteriormente y avanza en la técnica al proporcionar
composiciones que son capaces de formar una pelicula de barrera duradera, persistente, continua y uniforme de
larga duracién que se basa en polisacaridos modificados cuando se aplica a la piel. Las composiciones tienen una
utilidad particular como inmersiones de tetinas de barrera que se usan profilacticamente contra la mastitis. El agente
formador de pelicula de barrera incluye polisacaridos de peso molecular relativamente bajo, por ejemplo, como
pueden derivarse especificamente del almidén hidrolizado.

La composicion se puede usar para el tratamiento profilactico de las tetinas de un animal lechero para proporcionar
una pelicula protectora germicida persistente y de larga duracién que demuestre persistencia entre ordefiados, y sea
reproducible de manera controlable para producir una barrera persistente uniforme y continua. Este proceso de
tratamiento implica ordefiar al animal, recubrir las tetinas con la composicién después del ordefiado, permitiendo que
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la composicion se seque y asi también formar una capa de pelicula de barrera persistente en las tetinas. La
composicion puede aplicarse tépicamente con una brocha, espumacion, inmersiéon o pulverizacién. Ademas, el uso
de la composicion no se limita al uso contra la mastitis, y la composiciéon se puede usar generalmente para tratar o
proteger contra cualquier afeccion infecciosa de la piel.

Una composicion capaz de formar una pelicula de barrera persistente, continua y uniforme puede contener de
aproximadamente 0,1% a aproximadamente 20% en peso de material de polisacarido modificado o hidrolizado para
usar como agente formador de barrera. El material de polisacarido tiene un componente de polisacarido mayoritario
tal como el almidén, almidéon modificado, almidén hidrolizado, un derivado de almidéon y combinaciones de los
mismos. La mayoria de los componentes de polisacaridos pueden tener un valor de Equivalencia de Dextrosa (DE)
general o promedio que oscila entre 2 y 50, y este valor varia mas preferiblemente de 3 a 27. En este sentido, el
término "componente de polisacarido mayoritario” se usa para describir un porcentaje en peso mayoritario de todos
los polisacaridos en la composicion, es decir, mas del 50% de todos los polisacaridos en la composicion.

Como se describe a continuacion, el uso de polisacaridos de almidéon o almidén modificado con un valor de
equivalencia de dextrosa (DE) adecuado para formar un material de barrera en formulaciones de inmersion de
tetinas es un avance significativo en la técnica. En formulaciones particularmente preferidas, el componente de
polisacarido mayoritario estd presente en una cantidad que comprende al menos el 0,1% del peso de la
composicion, e incluso mas preferiblemente esto es al menos el 1%.

El componente de polisacarido mayoritario puede ser almidon, almidén hidrolizado o almidén modificado, por
ejemplo, dextrina, maltodextrina y combinaciones de los mismos. En otros aspectos, la cantidad total de material de
polisacarido puede consistir esencialmente en el componente de polisacarido mayoritario diluido con menos del uno
o dos por ciento de tales polisacaridos de cadena mas larga como la celulosa o celulosa modificada en peso de la
composicion. Alternativamente, la cantidad total de material de polisacarido puede contener una cantidad minoritaria
de tales polisacaridos de cadena mas larga como la celulosa o componente de celulosa modificada.

La funcionalidad de barrera es solo una forma de proporcionar un beneficio profilactico contra la mastitis. Se
apreciara que la suplementacién con agentes antimicrobianos o germicidas proporciona un beneficio adicional. El
material de barrera persistente, continuo y uniforme es ventajosamente compatible con la mayoria de los agentes
activos antimicrobianos conocidos. Estos pueden usarse individualmente o en combinacioén, por ejemplo, tales como
el digluconato de clorohexidina, diacetato de clorohexidina, acido lactico, alcohol bencilico, alcanoles inferiores (C+-
C4), acidos organicos, acido salicilico y mezclas de los mismos. Otros agentes antimicrobianos pueden incluir, por
ejemplo, peroxidos organicos, peréxido de hidrégeno, peroxiacidos y mezclas de los mismos. Todavia otros agentes
antimicrobianos pueden incluir bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-propanodiol), acido lactico, acido carboxilico alifatico
(C4-C19), acido dodecilbencenosulféonico, alcohol bencilico, acido salicilico y mezclas de los mismos en diversas
combinaciones o grupos. Otro ejemplo de agentes antimicrobianos que se pueden usar de forma individual o en
combinacion incluye Ventocil® una polihexametilenobiguanida
[poli(iminoimidocarboniliminidocarboniliminohexametilen)clorhidrato] de Avecia, un derivado de clorohexidina una
bisbiguanida polimérica cationica [1,6-di(4-clorofenil-diguanido) hexano, acido lactico, alcohol bencilico, acido
salicilico y mezclas de los mismos. Alternativamente, otro de tales grupos son los compuestos de amonio
cuaternario, acido lactico, alcohol bencilico, acido salicilico y mezclas de los mismos. Otro ejemplo de esto es el
diéxido de cloro, el acido hipohaloso, los hipohalitos alcalinos, los clorosulfamatos de alquilo y arilo y mezclas de los
mismos.

Aunque algunas realizaciones pueden encontrar una ventaja particular en la seleccion entre los grupos anteriores,
también se apreciara que el uso de los agentes activos antimicrobianos anteriores no se limita a los grupos
anteriores, que una serie de agentes antimicrobianos adicionales son bien conocidos en la técnica, y se puede lograr
un beneficio funcional en términos generales eligiendo uno o mas de estos materiales en cualquier combinacion.

Un objeto de los instrumentos descritos es proporcionar una composicion formadora de pelicula de barrera biocida y
persistente que pueda usarse para la prevencién de la mastitis. En una realizacion, la composicion se puede aplicar
a la piel de las tetinas animales para formar una capa biocida de pelicula continua, uniforme y persistente que cubra
la piel. En ofra realizacion, la composicidon se puede usar como un bafio de tetinas. En otras realizaciones, la
composicion también se puede usar como un desinfectante de manos, un limpiador de la piel, un exfoliante
quirdrgico, un agente para el cuidado de heridas, un desinfectante, un desinfectante de superficies duras y similares.
Las composiciones preferidas para aplicaciones para la piel tienen un pH de aproximadamente 2,0 a
aproximadamente 9,0 y proporcionan una reduccion sustancial, por ejemplo, de mas del 99% o preferiblemente el
99,999% de las poblaciones de bacterias Gram positivas y Gram negativas.

En otro aspecto, la composicion mencionada anteriormente puede complementarse con agentes tamponadores,
agentes de ajuste del pH, emolientes, conservantes, agentes humectantes, acondicionadores de la piel, agentes
tensioactivos o humectantes, agentes de control de la viscosidad, colorantes, agentes opacificantes y combinaciones
de los mismos. Estos pueden estar presentes en cualquier cantidad adecuada. En general, el colorante constituye
del 0,001% a aproximadamente el 5,00% (p/p) y el agente emoliente o acondicionador de la piel del 1% al 30% (p/p)
de la composicion.
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El control de la viscosidad es una consideracion particular para cualquier entorno de uso previsto. La viscosidad de
la composicién puede contener un modificador de viscosidad para proporcionar una viscosidad de cualquier valor,
pero preferiblemente oscila entre 1 cPs y 4000 cPs a temperatura ambiente. La viscosidad referida en esta solicitud
es la viscosidad Brookfield medida en la unidad de cPs por un viscosimetro Brookfield LV a temperatura ambiente
(25°C) con un husillo # 2 a 30 rpm. En diversas realizaciones, se puede afiadir un espesante tal como un espesante
no celuldsico, a fin de lograr un intervalo de viscosidad de 50 cPs a 4000 cPs, o de 100 cPs a 2000 cPs para facilitar
la formacioén de la pelicula de barrera adecuada y la facilidad de aplicacién para diversas necesidades lacteas sin
pérdida excesiva de producto por goteo. Esto se puede hacer, por ejemplo, agregando de 0,01% a 15% (p/p) de un
modificador de viscosidad o espesante tales como los copolimeros de bloques de 6xido de etileno cominmente
conocidos como geles Pluronic o Poloxameros.

Los espesantes convencionales incluyen materiales de goma de plantas tales como la goma guar; derivados de
almidon y almidén, por ejemplo, almidon hidroxietilico o almiddn reticulado; polisacaridos microbianos, por ejemplo
goma de xantano, polisacaridos de algas marinas, por ejemplo alginato de sodio, carragenina, curdlan, pullulan o
dextrano, sulfato de dextrano, suero, gelatina, quitosano, derivados de quitosano, acidos polisulfénicos y sus sales,
poliacrilamida y glicerina. Se pueden usar espesantes celuldsicos que incluyen la hemicelulosa, por ejemplo
arabinoxilanos y glucomananos; celulosa y derivados de la misma, por ejemplo metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietil
celulosa o carboximetilcelulosa. Los espesantes celuldsicos forman parte de la cantidad total de material de
polisacarido y se usan preferiblemente en cantidades que no excedan las cantidades que preferiblemente no
exceden el material del componente de polisacarido mayoritario que tiene el valor de equivalencia de Dextrosa (DE)
que varia de 2 a 50 como se describié anteriormente.

Otra consideracion es el pH, donde un rango de pH preferido para la composicion es de 1,5 a 10, mas
preferiblemente de 2,0 a aproximadamente 9,0. En general, el pH se puede ajustar mediante la adicion de acido o
base o tampdn a cualquier valor que se desee en el entorno de uso previsto.

La composicién se prepara combinando formulaciones liquidas espesadas acuosas que contienen los componentes
organicos para formar un material viscoso sin grumos que se puede aplicar sobre las tetinas de los animales objetivo
como una medida profilactica contra la mastitis. Las mezclas preparadas segun la composicion descrita exhiben una
excelente estabilidad quimica y reoldgica, asi como una fuerte capacidad de adherencia para inmovilizar la pelicula
de barrera persistente, continua y uniforme en las superficies de las tetinas de los animales. Por lo tanto, en un
aspecto, esta composicion mejorada proporciona persistencia y proteccion a largo plazo de la mastitis sin causar
irritaciones dérmicas.

En un aspecto, la composicion puede formar una pelicula de barrera uniforme, continua, profilactica, no goteante y
de larga duracion, cuando se aplica a las tetinas de los animales, proporcionando asi una proteccion fisica contra la
infeccidon microbiana entre ordefiados. Debido a que una pequefia cantidad de la pelicula de barrera puede entrar
inevitablemente en el producto lacteo, la composicion preferida divulgada en este documento es particularmente
ventajosa porque todos los componentes son generalmente reconocidos como seguros para el consumo humano (o
"GRAS") o aprobados como aditivos alimentarios directos o indirectos. Otro aspecto de la composicidon es que un
panel sensorial realizado por una organizacion independiente, por medio de un grupo de paneles de expertos
concluy6 que no podia detectar ningun sabor extrafio de los materiales de la composiciéon en la leche hasta una
concentracion del 1% en comparacion con los productos comerciales tradicionales basados en yodo que probaron y
que percibieron tenian ingredientes extrafios detectables.

En contraste con las peliculas convencionales que usan PVP, la composicion divulgada en este documento emplea
un material de almidén hidrolizado o modificado, tal como la maltodextrina, como un agente formador de pelicula de
barrera que proporciona una adhesién mucho mas fuerte al sustrato, un secado mas rapido y una mejor persistencia
y retencion en las tetinas de los animales. Por lo tanto, no se desperdicia nada o muy poco del producto formador de
pelicula y se ahorra un costo significativo de producto y mano de obra asociados con la nueva aplicacion de la
pelicula.

En otros aspectos, la composicion divulgada también puede contener agentes germicidas que pueden matar
bacterias, levaduras y otros microorganismos. Las formulaciones antimicrobianas unicas que son estables durante
un periodo prolongado de tiempo permiten un control microbiano mas efectivo entre los ordefiados en comparacion
con las composiciones descritas anteriormente.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un diagrama de un proceso comercial tipico que muestra la hidrélisis del almidon para producir diversos
grados de almiddn hidrolizado de bajo peso molecular.

Descripcion detallada de la invencién

Ahora se mostrara y describira una composicién y un método mejorados que protegen eficazmente a los mamiferos

de la mastitis. La composicion puede formar una pelicula continua, persistente, uniforme y de larga duracién sobre

las tetinas animales. Esta pelicula de barrera protege la piel de la exposicidon fisica a microbios en el medio

ambiente. La composicion también contiene agentes antimicrobianos que pueden matar las bacterias y otros
5
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microorganismos que han roto la barrera fisica y entran en los canales de la tetina.

Los materiales de formacién de barrera descritos en este documento son principalmente polisacaridos modificados,
pero estos también pueden usarse en combinacion con otros materiales de formaciéon de barrera, tales como PVP.
El material formador de barrera preferido es material de polisacarido hidrolizado o modificado de aproximadamente
0,1% a aproximadamente 20% en peso de la composicion. El material de polisacarido tiene una cantidad mayoritaria
de componente de polisacarido seleccionado del grupo que consiste en almidén, almidén hidrolizado, almidén
modificado, derivados de almidén y combinaciones de los mismos. La mayor parte del componente de polisacarido
modificado o hidrolizado tiene un valor de Equivalencia de Dextrosa (DE) global que varia de 2 a 50, y
preferiblemente de 3 a 27.

En un aspecto, los agentes formadores de pelicula pueden formar una capa delgada, continua, persistente y
uniforme de pelicula de barrera sobre la piel de las tetinas del animal, y pueden aplicarse sumergiendo, espumando
o rociando sobre las tetinas. Los agentes formadores de pelicula de barrera Utiles para la presente divulgacion
incluyen derivados de polisacaridos modificados o hidrolizados de peso molecular relativamente bajo.
Preferiblemente, los derivados de polisacaridos modificados o hidrolizados son polimeros compuestos de menos de
aproximadamente 1000 unidades de monosacaridos.

Materiales de polisacarido

El polisacarido modificado o hidrolizado en la presente divulgacion se refiere a polimeros compuestos por muchas
unidades de monosacaridos unidas entre si por enlaces de glucdsido. Los polisacaridos se representan
generalmente por la formula C,(H20)n-1, en donde n es tipicamente un nimero mayor de 200. Los polisacaridos
modificados o hidrolizados son los productos que resultan de la hidrélisis por acidos o enzimas para producir
fracciones de peso molecular mas bajo. Los derivados de polisacarido son productos que resultan de la modificacion
quimica o hidrdlisis de los polisacaridos. Por lo tanto, el término derivado de polisacarido o polisacarido hidrolizado o
modificado abarca moléculas en un amplio rango de peso molecular. Por ejemplo, la hidrélisis del almidén en un
grado diferente da como resultado carbohidratos de diferentes longitudes de cadena de unidades D-(+)-glucosa,
siendo la glucosa el producto de la hidrolisis completa. Por lo tanto, los derivados de polisacarido pueden incluir
moléculas que tienen como esqueletos un monosacarido, un disacarido, un oligosacarido o un polisacarido. Como
se usa en este documento, el término "material de polisacarido de bajo peso molecular" se refiere a un polisacarido o
polisacarido hidrolizado o modificado que tiene un peso molecular que varia de aproximadamente 2 unidades de D-
(+)-glucosa a aproximadamente 500 unidades de D-(+)-glucosa.

Como se conoce en la técnica, los diversos tipos de polisacaridos se diferencian en diferentes clases, variedades y
calidades. Los polisacaridos son compuestos que se componen de cientos o incluso miles de unidades de
monosacaridos por molécula. Los polisacaridos son polimeros naturales. De lejos, los polisacaridos mas importantes
son la celulosa y el almidén. Ambos se producen en plantas a partir de didxido de carbono y agua por el proceso de
la fotosintesis y ambos se componen de unidades de D-(+)-glucosa. La celulosa es el principal material estructural
de las plantas, que confiere a las plantas rigidez y forma. El almidén constituye el suministro de alimentos de reserva
de las plantas y se produce principalmente en las semillas. El almidon es mas soluble en agua que la celulosa y se
hidroliza facilmente. La celulosa se utiliza por sus propiedades estructurales: como madera para casas, muebles;
como algoddn o rayon para la ropa; como papel para la comunicacion y el embalaje. El almidon se usa como
alimento: patatas, maiz, arroz, trigo, etc.

La celulosa es un polisacarido y generalmente esta representada por (CsH100s)n, con las unidades de D-(+)-glucosa
unidas como en la celobiosa dimérica. La celobiosa, (C12H22011, peso molecular 342,30) es una unidad repetitiva de
la celulosa y liquenina y esta unida por dos unidades de D-(+)-glucosa unidas en C-4 por un enlace 3. Los derivados
de materiales celuldsicos tales como la hidroxipropilcelulosa, la hidroxietilcelulosa, la hidroximetilcelulosa y la
hidroxipropilmetilcelulosa se utilizan ampliamente como espesantes y agentes de barrera formadores de pelicula, ya
sea solos 0 en combinacion con otros co-espesantes/agentes de barrera. La carboximetilcelulosa (CMC) es una
goma de celulosa bien conocida, pero tiene una idoneidad limitada para su uso ya que es inestable a un pH inferior a
5 y precipita a valores de pH cercanos a 3. La hidroxipropilcelulosa también precipita a una temperatura elevada de
40-45°C haciéndola inadecuada para su uso a esta temperatura. Al igual que el almiddn, la celulosa esta formada
por cadenas de unidades de D-(+)-glucosa, cada unidad esta unida por un enlace glucésido a C-4 de la siguiente,
pero se diferencia del almidén en la configuracion del enlace glucdsido en la celulosa.

En general, el almidon se presenta en forma de granulos blancos, generalmente compuestos por aproximadamente
el 20% de una fraccion de polimero lineal soluble en agua llamada amilosa y el 80% de una fraccion de polimero
ramificado insoluble en agua llamada amilopectina. Los granulos son mezclas organizadas de los dos tipos de
polimeros tan orientados y asociados en una red cristalina que son insolubles en agua fria y son comparativamente
resistentes a los agentes hidroliticos naturales tales como las enzimas. Estas dos fracciones parecen corresponder a
diferentes carbohidratos de mayor peso molecular y la formula generalmente esta representada por (CsH10Os)n
donde n puede ser mayor que mil. La mayoria de las variedades de almidon contienen estos dos tipos de polimeros
que difieren entre si en el peso molecular y en la estructura quimica.

El polimero lineal amilosa consiste en de 200-1000 unidades de glucopiranosa unidas entre si a través de enlaces o-
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1,4-glucosidicos, mientras que el polimero de ramas o ramificado, amilopectina, se compone de 1500 o mas
unidades de glucopiranosa. Ademas de los enlaces a-1,4-glucosidicos normales o predominantes, un a-1,6-
glucosidico andmalo esta presente en la estructura ramificada en el origen o punto de ramificacion en una
proporcion de aproximadamente 1:25. Tras el tratamiento con acido o bajo la influencia de las enzimas, los
componentes del almidon se hidrolizan progresivamente a dextrina, que es una mezcla de polisacaridos de bajo
peso molecular, (+)-maltosa y finalmente a D-(+)-glucosa. Una mezcla de todo esto se encuentra en el jarabe de
maiz. Tanto la amilosa como la amilopectina estan compuestas por unidades de D-(+)-glucosa, pero difieren en
tamafio y forma molecular. La amilopectina tiene una estructura muy ramificada y la amilasa tiene poca o ninguna

ramificacion.

La maltosa, un dimero de D-(+)-glucosa que se une por un enlace a es una unidad que se repite en el almidén. La
maltosa es un disacarido de dos unidades de D-(+)-glucosa unidas en C-4 a través de un enlace a y es un producto
hidrolizado de la amilosa. Se cree que la amilosa esta formada por cadenas largas, cada una de las cuales contiene
1000 o mas unidades de D-(+)-glucosa unidas entre si por enlaces a como en (+)-maltosa. La amilosa es la fraccion
de almidén que da el color azul intenso con el yodo. La amilopectina puede hidrolizarse al disacarido Unico (+)-
maltosa.

Un agente formador de pelicula preferido segun los presentes instrumentos es un almidén parcialmente hidrolizado o
modificado, tal como la dextrina y/o la maltodextrina. La dextrina es un material polisacarido que se produce por
calentamiento en seco de almidones no modificados, asi como hidrélisis enzimatica o catalizada por acido del
almidon hiumedo. La dextrina se usa como excipiente para extractos secos y pildoras, para preparar emulsiones,
para espesar pastas de tinte, papel de tamafio y telas. Las maltodextrinas son polimeros de sacaridos nutritivos no
dulces que consisten en unidades de D-(+)-glucosa unidas principalmente por enlaces a-(C1-C4) y se preparan
mediante la hidrélisis parcial del almidén de maiz mediante acidos o enzimas en cadenas mas pequefias de dichos
enlaces tales como de 3-20 cadenas en la maltodextrina. La dextrina se subcategoriza en diferentes grados,
incluyendo una serie de aditivos y materiales nutricionales que se utilizan comunmente para la fabricacion de
comprimidos farmacéuticos. Estas dextrinas suelen ser mezclas de polimeros de D-(+)-glucosa que a menudo se
producen por hidrdlisis controlada del almidéon de maiz. La mayoria de las veces se clasifican segun el valor de
equivalencia de dextrosa (DE), que es una unidad de medida bien conocida en la industria del almidén. La
equivalencia de dextrosa (DE) es la inversa del grado de polimerizacion (DP) y la medida cuantitativa mas
comunmente aplicada de la hidrdlisis del polimero de almidén. Por ejemplo, la hidrolisis total que al almidén puede
convertir en dextrosa (D-(+)-glucosa) es del 100%. Por lo tanto, la equivalencia de dextrosa (DE) de D-(+)-glucosa es
de 100 y la equivalencia de dextrosa (DE) es una medida del poder reductor en comparacion con un estandar de
dextrosa de 100. Cuanto mayor sea la equivalencia de dextrosa (DE), mayor es la extension de la hidrdlisis del
almiddn, lo que resulta en un tamano de polimero promedio mas pequefio.

La hidrolisis acida del almidon ha tenido un uso generalizado en el pasado, pero ahora esta ampliamente
reemplazada por procesos enzimaticos. La Fig. 1 es un diagrama de flujo que describe un uso de enzimas en la
técnica anterior en un proceso comercial tipico para la hidrélisis del almidén que es util para producir materiales de
polisacaridos hidrolizados o modificados que se pueden usar segun la descripcion que se muestra a continuacion.

De los dos componentes del almidén, la amilopectina presenta el gran desafio para los sistemas de enzimas
hidroliticas. Esto se debe a los residuos implicados en los puntos de ramificacién glucosidica a-1,6 que constituyen
aproximadamente del 4-6% de la D-(+)-glucosa presente. La mayoria de las enzimas hidroliticas son especificas
para enlaces a-1,4-glucosidicos, sin embargo, los enlaces a-1,6-glucosidicos también deben escindirse para la
hidrdlisis completa de la amilopectina a D-(+)-glucosa. Algunos de los ejercicios recientes mas impresionantes en el
desarrollo de nuevas enzimas se han relacionado con los enzimas desramificadores.

Como se representa en la Fig. 1, los procesos de hidrdlisis del almidén se pueden condensar en dos clases amplias:
(1) procesos en los cuales el hidrolizado de almidon debe ser utilizado por microbios o seres humanos y (2)
procesos en los que es necesario eliminar el almidén. En los procesos anteriores, tales como la produccion de
jarabe de D-(+)-glucosa, el almidén suele ser el componente principal de las mezclas de reaccion, mientras que en
los procesos posteriores, tales como el procesamiento del jugo de cafia de azucar, las pequefias cantidades de
almidén que contaminan los materiales no de almidén se eliminan. En estos procesos se utilizan enzimas de varios
tipos. Aunque se pueden utilizar almidones de diversas plantas, el maiz es la fuente mas abundante del mundo y
proporciona la mayor parte del sustrato utilizado en la preparacién de hidrolizados de almidén.

Hay tres etapas en la conversion de almidén:

1. gelatinizacion, que implica la disolucion de los granulos de almidon de tamafio nanogramo para formar una
suspension viscosa;

2. licuefaccion, que implica la hidrdlisis parcial del almidén, con pérdida concomitante de viscosidad; y
3. sacarificacion, que implica la produccion de D-(+)-glucosa y maltosa por hidrdlisis adicional.
La gelatinizacion se logra al calentar el almidon con agua, y ocurre necesariamente y naturalmente cuando se
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cocinan los alimentos con almidon. El almidon gelatinizado se licua facilmente por hidrdlisis parcial con enzimas o
acidos y se sacarifica por hidrdlisis acida o enzimatica adicional.

La industria del almidon y de jarabe de D-(+)-glucosa utiliza la expresion equivalencia de dextrosa (DE), similar en
definicién a las unidades de grado de hidrolisis (DH) de la proteolisis, para describir sus productos, donde:

(VI):

Equivalencia de dextrosa (DE) = 100 x (N° de enlaces glucosidicos escindidos/N° de enlaces glucosidicos presentes inicialmente)
aproximado por

(Vi)

Equivalencia de dextrosa (DE) = 100 x (Azucar reductor, expresado como D-(+)-glucosa/Carbohidratos totales)

Por lo tanto, la equivalencia de dextrosa (DE) representa el porcentaje de hidrélisis de los enlaces glucosidicos
presentes. La D-(+)-glucosa pura tiene una equivalencia de dextrosa (DE) de 100, la maltosa pura tiene una
equivalencia de dextrosa (DE) de aproximadamente 50 y el almiddn tiene una equivalencia de dextrosa (DE) de
efectivamente cero. Durante la hidrdlisis del almidén, la equivalencia de dextrosa (DE) indica la medida en que se ha
escindido el almidon. La hidrdlisis acida del almidon se ha utilizado durante mucho tiempo para producir 'jarabes de
glucosa' e incluso D-(+)-glucosa cristalina (monohidrato de dextrosa). Se producen cantidades muy considerables de
jarabes de 42 DE utilizando acido y se utilizan en muchas aplicaciones en confiteria. La hidrdlisis adicional con acido
no es satisfactoria debido a los productos de degradacion, de color y sabor no deseados. La hidrdlisis acida parece
ser un proceso totalmente aleatorio que no esta influenciado por la presencia de enlaces a-1,6-glucosidicos. Por
estas razones, a menudo se prefiere la hidrélisis enzimatica. La Tabla 1 proporciona una serie de enzimas que estan
en uso comercial para este proposito.

Tabla 1: Enzimas comunes utilizadas en la hidrélisis del almidén

Enzima Numero de Fuente Accion
EC
Bacillus Solo los enlaces a-1,4-oligosacaridos son escindidos
amyloliquefaciens para dar a-dextrinas y predominantemente maltosa (G2)
y oligosacaridos G3, G6 y G7
B. licheniformis Solo los enlaces a-1,4-oligosacaridos son escindidos
a-amilasa 3.2.1.1 para dar a-dextrinas y predominantemente maltosa, y
oligosacaridos G3, G4 y G5
Aspergillus oryzae, A. Solo los enlaces a-1,4-oligosacaridos son escindidos
niger para dar a-dextrinas y predominantemente maltosa y
oligosacaridos G3
Sacarificacion | 3.2.1.1 B. subtilis Solo los enlaces a-1,4-oligosacaridos son escindidos
por a-amilasa (amylosacchariticus) para dar a-dextrinas con maltosa, G3, G4 y hasta 50%
(p/p) de glucosa
B-Amilasa 3.21.2 Cebada malteada Sélo se escinden los enlaces a-1,4, desde los extremos

no reductores, para dar dextrinas limite y B-maltosa

Glucoamilasa | 3.2.1.3 A. niger Los enlaces a-1,4 y a-1,6 son escindidos, desde los
extremos no reductores, para dar 3-glucosa.

Pululanasa 3.2.1.41 B. acidopullulyticus Sdlo se escinden los enlaces a-1,6 para dar
maltodextrinas de cadena lineal

La nomenclatura de las enzimas utilizadas comercialmente para la hidrélisis del almidéon no es particularmente
exacta ya que los numeros de EC a veces agrupan enzimas con actividades sutilmente diferentes. Por ejemplo, la a-
amilasa se puede clasificar como una amilasa licuante o sacarificante, pero incluso esta clasificacion es inadecuada
para abarcar todas las enzimas que se utilizan en la hidrélisis comercial del almidén. Una razén para la confusién en
la nomenclatura es el uso de la forma anomérica del grupo reductor liberado en el producto en lugar de la del enlace
que se esta hidrolizando; los productos de las a-amilasas bacterianas y fungicas estan en la configuracion a y los
productos de las -amilasas estan en la configuracion B, aunque todas estas enzimas escindan entre los residuos de
D-(+)-glucosa con enlaces a-1,4.

Las a-amilasas (1,4-a-D-glucano glucanohidrolasas) son endohidrolasas que escinden los enlaces 1,4-a-D-(+)-
glucosidicos y pueden ir alrededor de, pero no pueden hidrolizar los puntos de ramificacion glucosidica 1,6-a-D-(+).
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Las enzimas comerciales utilizadas para la hidrélisis industrial del almidén son producidas por el Bacillus
amyloliquefaciens (suministrado por varios fabricantes) y por B. licheniformis (suministrado por Novo Industri A/S
como Termamyl). Difieren principalmente en su tolerancia a altas temperaturas, Termamyl conserva mas actividad
hasta 110°C, en presencia de almidén, que la a-amilasa de B. amyloliquefaciens. La maxima equivalencia de
dextrosa (DE) que se obtiene con las a-amilasas bacterianas es de aproximadamente 40, pero el tratamiento
prolongado conduce a la formacion de maltulosa (4-a-D-(+)-glucopiranosil-D-fructosa), que es resistente a la
hidrélisis por glucoamilasa y a-amilasas. Los valores de equivalencia de dextrosa (DE) de 8-12 se utilizan en la
mayoria de los procesos comerciales donde se produce una sacarificacion adicional. El principal requisito para la
licuefaccion hasta este punto es reducir la viscosidad del almidon gelatinizado para facilitar el procesamiento
posterior.

Varios fabricantes utilizan diferentes enfoques para la licuefaccion del almidén utilizando a-amilasas, pero los
principios son los mismos. El almidén granular se suspende a 30-40% (p/p) en agua fria, a un pH de 6,0-6,5, que
contiene de 20-80 ppm de Ca?* (que estabiliza y activa la enzima) y se agrega la enzima (a través de una bomba
dosificadora). La a-amilasa generalmente se suministra con actividad grande, por lo que la dosis de enzima es de
0,5 a 0,6 kg de tonelada-1 (aproximadamente 1500 U kg-1 de materia seca) de almidon. Cuando se usa Termamyl,
la lechada de almidéon mas enzima se bombea continuamente a través de una cocina a chorro, que se calienta a
105°C con vapor vivo. La gelatinizacion ocurre muy rapidamente y la actividad enzimatica, combinada con las
fuerzas de cizalla significativas, comienza la hidrdlisis. El tiempo de residencia en la cocina a chorro es muy breve.
El almidon parcialmente gelatinizado se pasa a una serie de tubos de mantenimiento mantenidos a 100-105°C y se
mantiene durante 5 minutos para completar el proceso de gelatinizacién. La hidrodlisis a la equivalencia de dextrosa
requerida (DE) se completa en tanques de retencion a 90-100°C durante de 1 a 2 horas. Estos tanques contienen
deflectores para desalentar la mezcla de nuevo. Se pueden utilizar procesos similares con la a-amilasa de B.
amyloliquefaciens pero no se debe sobrepasar la temperatura maxima de 95°C. Esto tiene el inconveniente de que
debe introducirse una etapa final de "coccién" cuando se ha alcanzado la equivalencia de dextrosa (DE) requerida
para gelatinizar los granos de almidén recalcitrantes presentes en algunos tipos de almidon que de otra manera
causarian turbidez en las soluciones del producto final.

El alImidén licuado suele ser sacarificado pero las cantidades comparativamente pequefas se secan por atomizacion
para su venta como "maltodextrinas" a la industria alimentaria, principalmente para uso como agentes de carga y en
alimentos para bebés. En este caso, la actividad enzimatica residual se puede destruir al disminuir el pH hacia el
final del periodo de calentamiento.

La a-amilasa fungica también se usa en la industria de la panaderia. A menudo es necesario agregarlo a las harinas
para hacer pan para promover la produccion adecuada de gas y la modificacion del almidon durante la fermentacion.
Esto se ha vuelto necesario desde la introduccién de las cosechadoras. Reducen el tiempo entre el corte y la trilla
del trigo, que anteriormente era suficiente para permitir una aparicion limitada de brotes, aumentando asi las
cantidades de enzimas enddgenas. Las enzimas fungicas se usan en lugar de las de las bacterianas, ya que su
accion es mas facil de controlar debido a su relativa labilidad por el calor o desnaturalizacién rapida durante la
coccion.

Los materiales de almidéon hidrolizado como se describen anteriormente estan facilmente disponibles
comercialmente. Se prefiere particularmente utilizar maltodextrinas que se usan cominmente como vehiculos y
aglutinantes para comprimidos y granulaciones, formadores de pelicula para encapsulacion y recubrimientos.
Muchas companiias productoras de cereales tienen disponibles y comercializan diversos grados de maltodextrina
con diferentes propiedades quimicas y fisicas. Grain Processing Corporation de Muscatine, lowa, comercializa y
vende varios grados de maltodextrina con los nombres comerciales de MALTRIN®, algunos de los cuales se
muestran en la Tabla 2. Las Maltodextrinas MALTRIN® estan definidas por la FDA como productos que tienen una
equivalencia de dextrosa (DE) menor de 20. Son generalmente reconocidos como ingredientes de alimentos seguros
(GRAS). Por ejemplo, la maltodextrina MALTRIN® MO040 tiene un DE de 5, tiene al menos 96% de pentasacaridos
[unidades de 5 D(+)-glucosa], hidratos de carbono blandos, blancos, en polvo. Una solucion de MALTRIN® M040 se
caracteriza por un sabor suave y tiene excelentes caracteristicas de formacion de pelicula y exhibe una viscosidad
newtoniana. En niveles de 20% a 40%, MALTRIN® M040 contribuye mas a la viscosidad de la soluciéon que los
productos de mayor equivalencia de dextrosa (DE) a una concentracion comparable. La equivalencia de dextrosa
(DE) del almiddn hidrolizado que se usara en la presente invencion es de al menos 2, preferiblemente de
aproximadamente 3 a aproximadamente 27. Se prefieren los revestimientos de pelicula acuosos debido a los
peligros y problemas medioambientales relacionados con el revestimiento de pelicula con disolventes.

Las maltodextrinas MALTRIN® son polimeros de glucosa solubles en agua que actian como formadores de pelicula
en un recubrimiento de pelicula acuosa. Cualquiera de las maltodextrinas se puede utilizar para el recubrimiento de
peliculas, sin embargo, MALTRIN® M040, M440, M100, M180, M510, QD® M440 (rapidamente dispersable), QD®
M500 (rapidamente dispersable), QD® M550 (rapidamente dispersable), QD® M580 (rapidamente dispersable),
QD® M600 (rapidamente dispersable) son las preferidas. Todas son excelentes formadoras de pelicula, pero M040
proporciona una viscosidad mas alta y una pelicula mas pesada. MALTRIN® M040 puede disolverse en niveles de
hasta el 40% en agua. La maltodextrina MALTRIN® M100 es un polvo de carbohidrato blanco sin sabor de 10 DE,
es facilmente dispersable y faciimente soluble, y tiene al menos un 88% de pentasacaridos. Los almidones
modificados INSTANT PURE-COTE® NF son almidones de calidad farmacéutica que se han modificado
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especialmente para producir peliculas transparentes y flexibles y también son adecuados para esta invencion para
proporcionar peliculas de barrera persistentes, continuas y uniformes. INSTANT PURE-COTE® B793 NF es un
almidén de maiz modificado pregelatinizado, también comercializado por Grain Processing Corporation que también
es adecuado para esta aplicacion. INSTANT PURE-COTE® B793 es un almidén modificado soluble en agua fria que
tiene una baja viscosidad en solucion y cuando se usa como se describe en este documento, se seca para obtener
una pelicula flexible, transparente, continua y uniforme. Las peliculas y revestimientos terminados son solubles en
agua, transparentes y tienen un brillo excelente. Los polisacaridos adecuados de otras fuentes incluyen, por ejemplo,
los materiales Clintose® de Archer Daniels Midland Company (ADM) de Decatur, lllinois, incluidos los especificados
como los materiales Clintose® Maltodextrin CR5, CR10, CR15, CR18 y CR24. La Tabla 2 resume las propiedades
fisicas y quimicas de los materiales MALTRIN®, segun lo publicado por Grain Processing Corporation.
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La composicion divulgada puede usarse junto con otros aditivos. Los ejemplos de aditivos adecuados incluyen un
agente de tamponamiento o un agente de ajuste del pH, un emoliente, un conservante, un agente hidratante, un
agente acondicionador de la piel, un agente tensioactivo o humectante, un agente de control de la viscosidad, un
colorante, un agente opacificante o cualquier combinacion de los mismos.

Ademas de los efectos profilacticos, la composicién divulgada también puede usarse para la curacion de heridas. La
composicion puede dar como resultado una curacién de las heridas mas rapida y cualitativamente mejorar la
curacion de las heridas al disminuir el nUmero de microorganismos en las proximidades de la herida.

Los métodos para preparar la mezcla segun la composicion divulgada pueden implicar la disolucién de una cantidad
deseada de agente de control de la viscosidad, tal como la goma de xantano, y, opcionalmente, cualquier aditivo
deseado en el disolvente. La solucion se mezcla luego, por ejemplo, en un mezclador hasta que sea homogénea y
no se vean grumos. Luego se bombean el sorbitol y/o la glicerina liquidos y se mezclan hasta que la solucion se
vuelve homogénea. Los derivados de polisacaridos, tales como la maltodextrina, luego se agregan dispensando
lentamente al vértice y mezclando hasta que se disuelven completamente. Agentes antimicrobianos, tales como el
acido salicilico, se agregan lentamente al vortice y se mezclan hasta que se disuelven completamente. El pH se
ajusta utilizando acidos o bases o agentes tamponantes si es necesario. Finalmente, se agrega un agente colorante
si se desea.

Las concentraciones utiles son aquellas donde el porcentaje de cada ingrediente funcional o mezcla de ingredientes
incluyendo los agentes antimicrobianos en peso total de la composicion es preferiblemente de aproximadamente
0,02% a 30% en peso para cada ingrediente y de 50% a 95% para el disolvente; mas preferiblemente de
aproximadamente 0,03% a 25% para cada ingrediente y de aproximadamente 60% a 95% para el disolvente; lo mas
preferible de aproximadamente 0,1% a 20% para el agente antimicrobiano, de aproximadamente 0,1% a 20% para el
agente formador de pelicula de barrera, de aproximadamente 0,1% a 10% para el agente espesante, de
aproximadamente 0,1% a aproximadamente 25% para los emolientes o agentes hidratantes, de aproximadamente
0,1% a aproximadamente 10% para los agentes acondicionadores de la piel, y de aproximadamente 65% a 85%
para el disolvente.

Tal como se usa en este documento, el término "sujeto" incluira, por ejemplo, una especie de ganado doméstico, una
especie de animal de laboratorio, un animal de zoolégico, un animal de compafiia o un ser humano. En una
realizacion particular, "sujeto” se refiere mas especificamente a animales lecheros; preferiblemente, el sujeto es una
vaca.

El término "aditivo" significara cualquier componente que no sea un agente antimicrobiano o un vehiculo
farmacéutico. Un vehiculo farmacéutico es generalmente un disolvente a granel usado para diluir o solubilizar los
componentes de la composicion.

El término "sustancialmente libre" significa que el componente esta virtualmente ausente de una composicion. Como
ocurriria en cualquier proceso de preparacion quimica, puede haber una pequefia cantidad de contaminantes en la
composicion, pero "sustancialmente libre" significara que el producto final contiene menos del 1% del ingrediente
especificado.

El término "aplicar" o "aplicado" se interpretara en sentido amplio. Por lo tanto, se puede hacer que la composicion
esté en contacto con la piel del animal por medio de una variedad de medios. Tales medios incluyen, entre otros, la
pulverizacion, aplicado con brocha, el esparcimiento, la espumacion y la inmersién de tetinas y otras formas que se
encuentran aceptables en la industria lactea.

Agentes antimicrobianos

La composicién preferida incluye de 0,1% a 20% en peso de al menos un agente activo antimicrobiano. A lo largo de
esta divulgacion, los términos "antimicrobiano”, "biocida" y "germicida" se usan indistintamente. Todos estos
términos se usan para describir el efecto de ciertos productos quimicos, que cuando se usan solos o0 en
combinacién, aceleran la desaparicion o limitan el crecimiento de microorganismos viables. El término
microorganismo, como se usa en esta divulgacion, se refiere a los mismos organismos que se conocen comunmente
como microorganismos en el campo de la microbiologia. Los ejemplos de microorganismos incluyen, entre otros, las
bacterias, hongos, virus y similares.

Se pueden usar diversos agentes antimicrobianos en la composicion divulgada. Los ejemplos de dichos agentes
antimicrobianos incluyen un acido organico con alcohol bencilico y/o un alcohol alifatico de bajo peso molecular que
tiene un numero de carbonos menor que cinco. En particular, el acido lactico, acido salicilico, alcohol bencilico y/o
alcohol isopropilico pueden ser suficientes para hacer composiciones biocidas eficaces.

Los agentes antimicrobianos tradicionales son los componentes de una composicion que destruyen los
microorganismos o previenen o inhiben su replicacion. En un aspecto, los agentes antimicrobianos combinados
descritos anteriormente pueden usarse para reemplazar o eliminar la necesidad de agentes antimicrobianos
tradicionales en una amplia variedad de aplicaciones. En otro aspecto, las composiciones antimicrobianas segun las
realizaciones descritas a continuacion se pueden usar en combinacion con estos agentes antimicrobianos
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tradicionales, por ejemplo, para lograr una destruccion efectiva a concentraciones mas bajas de los agentes
antimicrobianos tradicionales.

Los agentes antimicrobianos convencionales también se pueden usar ademas de los agentes antimicrobianos
descritos anteriormente. Estos agentes antimicrobianos convencionales para uso en aplicaciones de inmersion de
tetinas incluyen los yoddéforos, compuestos de amonio cuaternario, compuestos liberadores de hipoclorito (por
ejemplo, hipocloritos alcalinos, acido hipocloroso), compuestos oxidantes (por ejemplo, perdéxidos organicos,
peroxido de hidrégeno, peroxiacidos; hipoclorito, didxido de cloro, acido hipocloroso), acidos carboxilicos protonados
(por ejemplo, los acidos heptanoico, octanoico, nonanoico, decanoico, undecanoico), acidos aniénicos (por ejemplo,
acidos alquilarilsulfénicos, acidos alquilsulfénicos, acidos arilsulfénicos), diéxido de cloro de clorito alcalino por un
activador de acido y bisbiguanidas tales como la clorohexidina. Los agentes antibacterianos fendlicos se pueden
elegir entre 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxidifeniléter, que se conoce comercialmente como Triclosan y se pueden obtener de
Ciba Specialty Chemicals como IRGASAN™ e IRGASAN DP 300™ que tienen la siguiente Formula estructural (1):

()

OH o

i <

Otro agente antibacteriano es el 4-cloro-3,5-dimetilfenol (p-cloro-m-xilenol), que también se conoce como PCMX y
esta disponible comercialmente como NIPACIDE PX y NIPACIDE PX-P con la siguiente férmula estructural (Il):

():

CHy

/

Ci OH
i

Otros germicidas tradicionales incluyen compuestos liberadores de formaldehido tales como el glutaraldehido,
2-bromo-2-nitro-1,3-propanodiol (bronopol) que tiene la siguiente formula estructural (l11).

Foérmula lll

Br
|
HO -~ CH,-C — CH, - OH
|
ON,

Agentes de control de la viscosidad

La viscosidad de la solucion puede disminuirse mediante la adicion de alcohol o agua; sin embargo, las
composiciones de inmersion de tetinas generalmente se benefician del uso de un agente espesante en una cantidad
que varia generalmente de 0,1% a aproximadamente 10% en peso de la composicion. La cantidad particular de
agente espesante es menos importante que su efecto para ajustar la viscosidad en un rango deseado. Se pueden
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agregar agentes de control de viscosidad para formular las aplicaciones antimicrobianas segun el entorno de uso
previsto. En un ejemplo, es ventajoso que algunas formulaciones tengan una viscosidad de solucién optimizada para
impartir una adherencia vertical del producto sobre una tetina. Este tipo de producto viscoso, especialmente uno que
tiene una resistencia de gel tixotropica, pseudoplastica o viscoelastica adecuada, minimiza el goteo del producto
para evitar el desperdicio y es particularmente ventajoso en formulaciones de inmersion de tetinas. Las
formulaciones de inmersion de tetinas pueden beneficiarse de una viscosidad dinamica preferida que varia de 50-
4000 cPs, y de 100 cPs a 3000 cPs medida por un viscosimetro de Brookfield, modelo LV, medido en unidad cPs a
temperatura ambiente (25°C) con un husillo # 2 a 30 rpm.

Los agentes espesantes o de control de la viscosidad adecuados incluyen materiales de goma vegetal, por ejemplo
la goma guar; derivados de almidén y almidén, por ejemplo, almidén hidroxietilico o almidén reticulado; polisacaridos
microbianos, por ejemplo la goma de xantano, polisacaridos marinos, por ejemplo el alginato de sodio, carragenina,
curdlan, pululan o dextrano, sulfato de dextrano, suero, gelatina, quitosano, derivados de quitosano, acidos
polisulfénicos y sus sales, poliacrilamida y glicerina. Se pueden usar espesantes celuldsicos que incluyen la
hemicelulosa, por ejemplo los arabinoxilanos y glucomananos; celulosa y derivados de la misma, por ejemplo
metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa o carboximetilcelulosa. Los espesantes celulésicos forman parte de la
cantidad total de material de polisacarido y se usan preferiblemente en cantidades que no exceden, preferiblemente
no exceden la mayoria del componente de material de polisacarido que tiene un valor de DE que varia de 2 a 50
como se describe anteriormente.

Agentes de ajuste del pH

El valor del pH de la composicién se puede ajustar mediante la adicion de materiales acidos o basicos o tampones.
En general, se prefiere un pH acido para productos de inmersién de tetinas. Acidos adecuados para uso como
agentes de ajuste del pH pueden incluir, por ejemplo, el acido citrico, acido lactico, y los acidos fosforico, fosforoso,
sulfamico, nitrico y clorhidrico. Se pueden usar acidos minerales para bajar drasticamente el pH. El pH se puede
aumentar o hacer mas alcalino mediante la adicion de un agente alcalino tal como el hidroxido de sodio, hidréxido de
amonio, hidréxido de potasio, carbonato de sodio o bicarbonato de sodio o combinaciones de los mismos.

El rango de pH preferido de la composicion es de 1,5 a 10, de 2,0 a 9,0 para usar en formulaciones de inmersién de
tetinas y otras aplicaciones que requieren contacto con la piel. Mas preferiblemente, el pH es de 2 a 9,0 para una
formulacion de inmersién de tetinas. Agentes tamponantes acidos tradicionales tales como el acido citrico, acido
lactico, y acido fosforico también pueden usarse para mantener el tampdn de pH.

Agentes humectantes y tensioactivos

Pueden incluirse agentes humectantes o tensioactivos para formular las composiciones divulgadas para un entorno
de uso previsto. Los agentes humectantes o tensioactivos tipicos se utilizan para humedecer la superficie de
aplicacion, reducir la tension superficial de la superficie de aplicacién para que el producto pueda penetrar facilmente
en la superficie y eliminar la suciedad no deseada. Los agentes humectantes o tensioactivos de la formulacion
aumentan la detergencia general de la férmula, solubilizan o emulsionan algunos de los ingredientes organicos que
de otra manera no se disolverian o emulsionarian, y facilitan la penetracion de los ingredientes activos dentro de la
superficie de las superficies de aplicacion previstas, tales como las tetinas de los animales.

Los tensioactivos adecuadamente eficaces pueden incluir tensioactivos anidnicos, catiénicos, no idnicos,
zwitteridnicos y anféteros. Los agentes humectantes y tensioactivos utilizados en las aplicaciones de la invencion
pueden ser de tipo muy espumante, poco espumante y no espumante. Los tensioactivos anidnicos adecuados se
pueden elegir entre los acido alquil sulfonicos, sales de alquil sulfonato, acidos alquilbenceno sulfénico lineales,
sulfonatos de alquilbenceno lineales, alquil a-sulfometil ésteres, a-olefin sulfonatos, alcohol éter sulfatos, alquil
sulfatos, alquilsulfo succinatos, dialquilsulfo succinatos, y sus sales de metales alcalinos, metales alcalinotérreos,
aminas y amonio. Ejemplos especificos son el acido alquilC10-C1s benceno sulfénico lineal, alquilC10-C1s benceno
sulfonato lineal de metal alcalino, metal alcalinotérreo, amina y sal de amonio de los mismos por ejemplo, sulfonato
de dodecilbenceno de sodio, sulfonato de a-olefinaCq4 -C1 sodico, metil a-sulfometil esterCq, -C1g sédico, y la sal
disédica de un acido graso metil a-sulfoCq2 -C1s. Los tensioactivos no ionicos adecuados se pueden elegir entre
alquilpoliglucésidos, un alcohol alquil etoxilado, alcohol alquil propoxilado, alcohol etoxilado propoxilado, sorbitano,
éster de sorbitano, y alcanolamidas. Los ejemplos especificos incluyen poliglucésido de alquiloCg -C16 con un grado
de polimerizacion que varia de 1 a 3, por ejemplo, poliglucésido de alquiloCg.C1o con un grado de polimerizacion de
1,5 (Glucopon® 200), poliglucésido de alquiloCgs -C16 con un grado de polimerizacion de 1,45 (Glucopon® 425),
poliglucosido de alquiloC+2 -C1s con un grado de polimerizacion de 1,6 (Glucopon® 625), y copolimeros de bloque de
polioxipropileno polietoxilados (poloxameros), incluyendo a modo de ejemplo los poloxameros Pluronic®
comercializados por BASF Chemical Co. Los tensioactivos anféteros se pueden elegir entre las betainas alquilicas y
los anfoacetatos de alquilo. Las betainas adecuadas incluyen cocoamidopropil betaina, y los anfoacetatos
adecuados incluyen cocoanfoacetato de sodio, lauroanfoacetato de sodio y cocoanfodiacetato de sodio.
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Agentes opacificantes y tintes

Se puede incluir un agente opacificante o tinte en la composicién. El color en las tetinas de animales lacteos puede
servir como un indicador de que una vaca en particular ha sido tratada. Para evitar cualquier problema con la posible
contaminacion de la leche, solo se deben usar tintes con certificacion FD&C (grado alimenticio). Hay muchos tintes
FD&C disponibles y adecuados que son FD&C Rojo # 40, FD&C Amairillo # 6, FD & C Amarillo # 5, FD&C Verde # 3
y FD&C Azul # 1 y combinaciones de los mismos. D&C Naranja # 4 también se puede usar solo o en mezcla de los
mismos. El diéxido de titanio (TiO,) se usa ampliamente como opacificante y también se puede usar en combinacion
con varios colorantes.

Conservantes

Algunas composiciones de inmersion de tetinas y desinfectantes para manos conocidas incluyen el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y sus sales alcalinas que actuan como un agente quelante para eliminar los iones
metdlicos del agua dura. Los iones metalicos, si no se eliminan de la composicion, facilitan las reacciones de
metaloenzima que producen energia para la replicacion de las células bacterianas. También se pueden usar otros
conservantes tradicionales, por ejemplo, parabeno, metilparabeno, etilparabeno, glutaraldehido.

Disolventes

El disolvente preferido para la presente composicion es agua. Sin embargo, un experto en la técnica reconocera que
pueden usarse disolventes o materiales compatibles distintos del agua para el mismo propdsito. En algunas
realizaciones, una composicion puede contener al menos aproximadamente un 70% de agua y preferiblemente al
menos aproximadamente un 75% de agua en peso basandose en el peso total de la formulacién. El propilenglicol y
el etilenglicol también se pueden usar como disolventes solos o en combinacién con agua. Los alcoholes de cadena
corta que tienen un numero de carbonos inferior a seis pueden usarse como disolventes o codisolventes para
mejorar la velocidad de secado cuando la composicion forma una pelicula.

Ejemplos
Las composiciones y los métodos se ilustraran adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitativos.
Formulaciones representativas (ejemplos DL-1 a DL-49)

La composicion de la presente divulgacion se puede preparar segun los siguientes pasos. El orden de adicion
pretende ser solo una guia, y puede ser modificado por una persona con conocimientos ordinarios en la técnica. La
cantidad total de la mezcla también se puede ajustar segun la aplicacion prevista. La cantidad de cada componente
que se agregara se establece en los ejemplos identificados como la formulacion DL-1 a DL-49 en las Tablas 3-8.

A menos que se especifique lo contrario, las cantidades de ingredientes informadas en estas tablas se basan en el
porcentaje en peso de la composicion total. Se apreciara que la estabilidad general de estas mezclas fue bastante
buena; sin embargo, especialmente como se muestra en la Tabla 7, algunas de las mezclas desarrollaron una
turbidez o un precipitado (PPT). La causa principal de esto fue la precipitacion de acido salicilico, como se confirmé
mediante analisis infrarrojo y HPLC. Se apreciara que las cantidades aumentadas de acido lactico definidas como
una relacion de acido lactico a acido salicilico que exceden de 2:1 (p/p) pueden facilitar la solubilidad a largo plazo
del acido lactico, asi como la inclusion de hidroxido de sodio en una relacién de mas de 2:3. Los numeros repetidos
para la eficacia germicida indican multiples pruebas de este tipo de la misma mezcla. Las variaciones en las
ejecuciones repetidas de la eficacia germicida se deben principalmente a la separacion de la mezcla, donde se
apreciara aun mas que se pueden esperar diferencias en el orden de la mitad logaritmica de los registros de este
tipo de pruebas. La calidad de la pelicula se probd utilizando diferentes cantidades de las composiciones, como se
muestra en las Tablas.

Evaluacién comparativa de las peliculas

La calidad de la pelicula de barrera persistente, continua y uniforme, de inmersion de las tetinas se evalué mediante
un método que se describe a continuacion.

Los materiales utilizados fueron 400 ml de producto a evaluar, paneles de acero inoxidable (6 x 3 pulgadas) y vasos
de precipitados de 600 ml. Los paneles se lavaron, se secaron y se pesaron en balanza analitica. Cada panel tenia
una linea dibujada a 2 pulgadas de alto desde la parte inferior. Los paneles se sumergieron en el producto hasta la
linea marcada y luego se colgaron para secarlos durante cuatro horas. Después de cuatro horas, se pesaron
nuevamente y se calculd la cantidad de bario de tetinas seco que se retenia en el panel como la diferencia entre el
peso después de cuatro horas y el peso inicial. La calidad de barrera de la pelicula fue evaluada basado en una
escala de 1 a 5. La calificacién numérica fue la siguiente:

1. No seco en toda la superficie, el acero inoxidable es parcialmente visible (la peor)

2. Pelicula pegajosa, no continua o no uniforme.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2718 608 T3

3. Pelicula pegajosa, alguna discontinuidad.

4 pelicula seca continua y uniforme (pelicula ideal para la inmersion de las tetinas para la
persistencia a largo plazo y una facil eliminacion)

5 pelicula completamente seca, no pegajosa, continua y uniforme (la mejor).

Después de evaluar la apariencia general y el peso de la pelicula, se probd la solubilidad de la pelicula. Los paneles
se dejaron reposar en 150 ml de agua fria del grifo y se ajustd el temporizador. Se registré el tiempo hasta la
disolucién de la pelicula. Si la pelicula se disolvié completamente sin mezclarse, fue la mas deseada y apreciada.
Las peliculas que necesitaron mas tiempo para disolverse fueron mejores que las peliculas que se disolvieron en
menos de 1 minuto en términos de persistencia. Todos los productos comparativos fueron evaluados
simultaneamente. En general, las peliculas son peliculas superiores en comparacion con los productos comerciales
existentes. Las Tablas 3-4 muestran los resultados de la comparacion.

La estabilidad fisica de las formulaciones del producto se evalué envejeciendo las muestras a -15°C, 4°C, 25°C,
40°C, 45°C y 50°C durante un periodo prolongado de tiempo tipicamente mas de seis meses. Las muestras se
verifican periddicamente visualmente para determinar la precipitacion, separacion, coagulacion, cristalizacion, etc. y
mediante ciclos de congelacion y descongelacién para muestras envejecidas a temperatura fria. El producto se
considera fisicamente estable si ninguno de los atributos fisicos descritos anteriormente se observa o esta presente.
Los principios activos germicidas también se analizan para determinar su estabilidad quimica, su eficacia germicida,
asi como su pH, viscosidad, etc. El producto se considera quimica y germicidamente estable, si las concentraciones
de los ingredientes activos permanecen dentro de +5% de la concentracion inicial en el tiempo de fabricacion.

La eficacia germicida del producto también se probé mediante la prueba de eficacia germicida estandar en muestras
que se envejecen durante un periodo prolongado a temperatura elevada (por ejemplo, a 50°C) para simular la vida
del producto. La eficacia germicida de las formulaciones se evalué mediante el método oficial estandar AOAC
960.09 para la accion desinfectante germicida y detergente de los desinfectantes, los métodos de prueba estandar
europea EN 1040 para desinfectantes quimicos y actividad bactericida basica antiséptica y la EN 1656 para la
prueba de suspension cuantitativa para la evaluacién de actividad bacteriana de los desinfectantes quimicos y
antisépticos utilizados en el campo veterinario. La prueba de inhibicién del crecimiento bacteriano se realizd
aplicando el producto germicida a una placa de Petri y se dejo secar durante 4 horas. Las bacterias y el agar y los
medios se agregaron en la parte superior del producto seco y se dejo crecer a las bacterias durante 24 horas y se
midio el recuento de bacterias.
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Ejemplo DL-50
Proceso de fabricacion

Para mezclar los ingredientes anteriores, el agua se carga en un tanque de mezcla y se agita para crear un vortice.
Keltrol R (goma de xantano) se agrega al tanque extendiéndola lentamente en el vértice para facilitar la mezcla
rapida. Manténga una velocidad del agitador que permita una mezcla uniforme y que evitar la aireacion. Continde
mezclando hasta que la solucién sea homogénea y no haya grumos visibles y presentes. Agrégue sorbitol y/o
glicerina liquidos en el tanque y mezcle durante 5 minutos o hasta que la mezcla se vuelva homogénea. Agregue
maltodextrina M040 dispersandola lentamente en el vortice y continle mezclando hasta que esté completamente
disuelta. Agregue acido salicilico dispersandolo lentamente en el vortice y continle mezclando hasta que esté
completamente disuelto. Agregue alantoina y pluronic F108 lentamente y mezcle hasta que estén completamente
disueltos y continue la recirculacion. Bombee acido lactico, alcohol bencilico, dioctilsulfosuccinato de sodio (Aerosol
OT-75), Tween 80 y continie mezclando hasta que la solucién sea uniforme y homogénea. Extraiga la muestra de la
parte inferior y superior del tanque de mezcla y verifique la homogeneidad. Agregue hidréxido de sodio y continue
mezclando durante unos 20 minutos. Se pueden tomar muestras para medir el pH y para analizar el contenido de
acido lactico, alcohol bencilico y acido salicilico. Ajuste el pH de la solucién a 3,50. Ajuste la concentracion de acido
lactico, alcohol bencilico y acido salicilico si es necesario. Finalmente, agregue los agentes colorantes, tales como
FD&C azul 1 y FD&C amarillo 5 al tanque de mezcla; Mezcle 20 minutos o hasta que todos los tintes se disuelvan en
la solucién. Se pueden tomar muestras para examinar la existencia de grumos. Si se observan grumos, continie
mezclando hasta que no se vean grumos.

Ejemplo DL-51
Estudios de eficacia antimicrobiana

La formulacién de inmersion de tetinas identificada como la formula en el Ejemplo DL-23 se sometié a una prueba de
suspension para evaluar la actividad biocida segun la norma europea NF EN 1656 "Desinfectantes quimicos y
antisépticos: prueba de suspensién cuantitativa para la evaluacion de la actividad bactericida de desinfectantes
quimicos y antisépticos utilizados en el campo veterinario - método de prueba y requisitos (fase 2, etapa 1), abril de
2000”. El principio de la prueba fue determinar la actividad bactericida segun las cepas de referencia Enterococcus
hirae CIP 5855 y Staphylococcus aureus CIP 4 83. Las muestras de prueba se almacenaron a temperatura ambiente
en la oscuridad.

Se prepar6 una solucion de neutralizacion por dilucion segun la Tabla 9.

Tabla 9: Solucioén de dilucién-neutralizacion

Lecitina: 39
Polisorbato 80: 3049
Tiosulfato de sodio 59
Clorhidrato de L-histidina: 19
Saponina 30g

Agua destilada q.s.p. 500 ml
Tampon de fosfatos 0,25 moles/litro: 10 ml

Agua destilada:q.s.p.: 1000 ml
Neutralizante afiadido al medio de contaje: 10% (v/v)

Condiciones experimentales:

Periodo de analisis: seis dias.
Productos diluyentes utilizados durante el ensayo: agua destilada.

Concentraciones de prueba del producto: 5,0, 10,0, 20,0, 40,.0, 80,0% (v / v) en agua destilada
estéril.

Temperatura de ensayo: 30°C. +/-1°C.

Tiempo de contacto: 30 minutos +/- 10 segundos.

Sustancia interferente: 10 g/l de leche reconstituida.

Estabilidad de la mezcla (sustancia interferente y productos): precipitado ausente durante todas

las pruebas.
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La Tabla 10 muestra los resultados experimentales que confirman la eficacia biocida de la composicién del Ejemplo.

Temperatura de incubacién: 37°C £ 1°C.
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Conclusion:

Segun la norma NF EN 1656 (abril de 2000), en 30 minutos +/- 10 segundos de contacto a 30° C, bajo 10 g/l de
leche reconstituida, frente a las cepas de Enterococcus hirae CIP 58 55 y Staphylococcus aureus CIP 4. 83, el
producto experimental de la férmula de inmersion de la tetina del Ejemplo DL-23 diluido al 20,0% (v/v) posee
actividad bactericida.

La misma prueba se repitié utilizando cepas de referencia de Proteus vulgaris CIP 58.60 y Pseudomonas aeruginosa
CIP 103467 segun NF EN 1656 (abril de 2000) en un estudio de cinco dias usando una temperatura de incubacion
de 37°C  1°C. La Tabla 11 muestra estos resultados
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Conclusion:

Segun la norma NF EN 1656 (abril de 2000), en 30 minutos +/- 10 segundos de contacto a 30°C, bajo 10 g/l de
leche reconstituida, frente las cepas de Proteus vulgaris CIP 5860 y Pseudomonas aeruginosa CIP 103467, el
producto experimental de inmersion de tetinas del Ejemplo DL-23 diluido al 20,0% (v/v) posee actividad bactericida.

La misma prueba se repitid utilizando la muestra del Ejemplo DL-23 frente a las cepas de referencia de
Enterococcus hirae CIP 5855, Proteus vulgaris CIP 5860, Pseudomonas aeruginosa CIP 103467, y Staphylococcus
aureus CIP 4 83 Proteus vulgaris CIP 5860 y Pseudomonas aeruginosa CIP 103467 en un estudio de nueve dias
utilizando una temperatura de incubacién de 30°C = 1°C. La Tabla 12 muestra los resultados.
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Conclusion:

ES 2718 608 T3

Segun la norma NF EN 1656 (abril de 2000), en 5 minutos +/- 10 segundos de contacto a 30° C, bajo 10 g/l de leche
reconstituida, frente a las cepas de Enterococcus hirae CIP 58 55, Proteus vulgaris CIP 58.60, Pseudomonas
aeruginosa CIP 103467, y Staphylococcus aureus CIP 4. 83, el producto experimental de inmersién de tetinas del
Ejemplo DL-23 diluido al 80,0% (m/v) posee una actividad bactericida.

Se realizé un estudio adicional utilizando el estandar europeo NF EN 1040 "Desinfectantes quimicos y antisépticos.
Actividad bactericida basica-Método de prueba y requisitos (fase 1) Abril de 1997” para analizar la muestra del
Ejemplo DL-23 de la Tabla 5 frente a cepas de referencia de Pseudomonas aeruginosa CIP 103467 vy
Staphylococcus aureus CIP 4 83. La solucion para dilucion y neutralizacion se prepard segun la Tabla 13.

Tabla 13. Solucién para la dilucion-neutralizacion

Lecitina

Polisorbato 80

Tiosulfato sédico

Clorhidrato de L-histidina
Saponina

Agua destilada

Tampon de fosfatos 0,25 moles/I
Agua destilada

Condiciones experimentales:

Periodo de andlisis: diez dias.

39
3049
59
19
3049

q.s.p. 500 ml

10 mi

g.s.p. 1000 mil

Concentraciones de prueba del producto: 20,0, 40,0, 80,0% (p/v) en agua destilada estéril.

Temperatura de ensayo: 20°C. +/- 1°C.

Tiempo de contacto: 5 minutos +/- 10 segundos.

Temperatura de incubacién: 37°C £ 1°C.

Las tablas 14 y 15 proporcionan los resultados de esta prueba.

Tabla 14. Verificacion de la metodologia y de la validacion de la dilucion-neutralizacion para una
concentracion de prueba del 80,0% (p/v) del producto bajo prueba.

Numero de células viables (ufc/ml):

Cepas Prueba de Suspension Toxicidad del Prueba de
suspension bacteriana A. 2 neutralizador (Nx) neutralizacion-dilucion.
bacteriana

(Nv) (Ny)
(N)
Pseudomonas 2,8.108 2,9.10°% 2,7.102 2,9.102
aeruginosa
CIP 103467
Staph. aureus 2.4x108 2.2x10° 1.9x102 2.4x10?
ClP 483

Requisitos de validacion:

1,5x108 = N = 5.108 ufc/ml.

6x102 = Nv = 3x108 ufc/ml.

Nx = 0,05x Nv.

Ny = 0,05x. Nv.
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Numero de células viables (ufc/ml):

Cepas Prueba de Suspension Toxicidad del Prueba de
suspension bacteriana A. 2 neutralizador (Nx) neutralizacion-dilucion.
bacteriana

(Nv) (Ny)
(N)

La neutralizacion se valida para el neutralizador probado para una concentracion de prueba de 80,0% (p/v) del
producto como se recibio y para las cepas bajo prueba.

Tabla 15. Resultados actuales de las pruebas (dilucion-neutralizacion

Numero de células viables (UFC / ml) en la mezcla de prueba (Na) segun en
Cepas las concentraciones (p /v) %:
20,0 40,0 80,0

Pseudomonas aeruginosa 7,4.10 2 <1,5.102 <1,5.102
CIP 103467

Staphylococcus aureus <1,5.102 <1,5.102 <1,5.102
CIP 483

Reduccién del numero de células viables en las concentraciones probadas:

Pseudomonas aeruginosa 3,8.104 >1,9.10° >1,9.10°
CIP 103467

Staphylococcus aureus >1,6.10° >1,6 10° >1,6.10°
CIP 483

Conclusion:

En las condiciones operativas especificadas (5 minutos de contacto a 20°C) y para la muestra sometida a prueba, la
composicion experimental de inmersion de tetinas del Ejemplo DL-23, tiene una actividad bactericida basica segun la
norma europea NF EN 1040 (abril 1997).

Ejemplo DL-52
Comparacion funcional con composiciones comercialmente disponibles

Las peliculas de barrera continuas y uniformes formadas sobre las tetinas del ganado utilizando las composiciones
divulgadas en este documento y las utilizadas por otros fabricantes fueron examinadas por un experto para evaluar
su calidad general como barrera, durabilidad, tendencia a gotear durante la aplicacion y su actividad germicida. Los
efectos germicidas se pueden evaluar, por ejemplo, como se describié anteriormente utilizando un servicio de
pruebas comerciales del Laboratoire Midac en Francia y en Chemiphar en Bélgica. La Tabla 16 resume los
resultados de dichos estudios comparativos, que demuestran la superioridad de la formulacion del Ejemplo DL-23.
La evaluacion de los atributos fisicos y quimicos se encuentra dentro del nivel ordinario de habilidad y puede
realizarse de acuerdo con los métodos establecidos.
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Los expertos en la materia apreciaran que la discusion anterior ensefia a modo de ejemplo, y no por limitacion. Se
pueden imponer cambios insustanciales en las realizaciones especificas descritas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion para usar en el tratamiento de las tetinas de un animal y prevenir la mastitis, capaz de
formar una pelicula de barrera persistente de larga duracién, que comprende:

a) de 0,1% a 20% en peso de material polisacarido modificado o hidrolizado que tiene una cantidad
mayoritaria de componente de polisacarido que se determina sobre la base del material total de
polisacarido, seleccionado del grupo que consiste en almidén, almidén modificado, almidén hidrolizado, y
combinaciones de los mismos;

b) de 0,02 a 30% en peso de al menos un agente antimicrobiano activo; y
c) al menos un disolvente que constituye entre de 50% a 95% en peso de la composicion,

dicha composicién tiene una viscosidad en el intervalo de 100 cPs a 4000 cPs medida por un viscosimetro
Brookfield LV a temperatura ambiente (25° C) con un usillo del #2 a 30 rpm.

2. La composicidon de la reivindicacion 1, que ademas comprende de 0,1 a 20% en peso de al menos un
emoliente o agente acondicionador de la piel.

3. La composicion de la reivindicacion 1, en donde la mayoria del componente de polisacarido tiene un
equivalente de dextrosa total en el intervalo de 3 a 27.

4, La composicion de la reivindicacion 1, en donde la mayoria del componente de polisacarido esta presente
en una cantidad que comprende al menos el 1% del peso de la composicion.

5. La composicion de la reivindicacion 1, en donde la mayoria del componente de polisacarido se selecciona
del grupo que consiste en dextrina, maltodextrina, y combinaciones de las mismas, especialmente en donde la
mayoria del polisacarido comprende maltodextrina.

6. La composicion de la reivindicacion 1, en donde el material de polisacarido consiste esencialmente del
componente mayoritario polisacarido. y/o en donde el material de polisacarido ademas incluye una cantidad
minoritaria de celulosa determinada sobre las bases del material de polisacarido total.

7. La composicion de la reivindicacion 1, en donde la composicién comprende un agente de ajuste de la
viscosidad que incluye goma de xantano, y/o en donde el agente antimicrobiano activo incluye una combinacion de
acidos organicos y alcoholes organicos.

8. La composicion de la reivindicacion 1, en donde el agente activo antimicrobiano incluye al menos un
miembro seleccionado del grupo que consiste en digluconato de clorohexidina y diacetato de clorohexidina, acido
lactico, alcohol bencilico, acido salicilico, alcohol isopropilico, peréxido organico, perdxido de hidrogeno, acidos de
peroxido, bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-propanodiol), acido salicilico, polihexametilenbiguanida, compuestos de
amonio cuaternario, diéxido de cloro, acido hipohaloso, hipohalitos alcalinos, precursores de dioxido de cloro y
mezclas de los mismos.

9. La composicion de la reivindicacion 1, que ademas incluye un aditivo seleccionado del grupo que consiste
en un agente tamponante, un agente de ajuste del pH, un emoliente, un conservante, un agente humectante, un
agente acondicionador de la piel un tensioactivo un agente humectante, un agente de control de la viscosidad, un
colorante, un agente opacificante y combinaciones de los mismos.

10. La composicion de la reivindicacion 1, que ademas comprende de 0,001% a 5,00% (p/p) de un agente
colorante.

11. La composicion de la reivindicaciéon 1, que tiene un pH que varia de 2,0 a 9,0.

12. Una composicion para usar en el tratamiento de las tetinas de un animal para proporcionar una pelicula de

barrera germicida protectora persistente de larga duracion entre ordefiados en un método que comprende; ordefar
al animal; recubrir las tetinas con un producto de inmersion de tetinas después del ordefiado y permitir que la
composicion se seque y forme una capa de pelicula sobre dichas tetinas, en donde la composicion comprende:

a) de 0,1% a 20% en peso de un material polisacarido hidrolizado o modificado que tiene una cantidad
mayoritaria de componente de polisacarido que se determina sobre la base del material de polisacarido total
seleccionado del grupo que consiste en almidén, almidon modificado, almidén hidrolizado, y combinaciones
de los mismos;

b) de 0,02 a 30% en peso de al menos un agente activo antimicrobiano;

c) Una viscosidad ajustada adecuadamente para proporcionar una viscosidad que varia de 100 cPs a 4000
cPs medida por un viscosimetro de Brookfield LV a temperatura ambiente (25 grados Celsius) con un usillo
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de#2a30rpmy;y
d) Al menos un disolvente que constituye entre de 50% a 95% en peso de la composicion

13) Una composicidon para uso segun la reivindicacion 1, en donde el sujeto es un animal y donde la
composicion, se aplica topicamente a la piel de las tetinas del animal especialmente mediante brocha, espumacion,
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inmersion o pulverizacion.
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Granulos de almidon
al 35% en agua fria
pH 6,5
40 ppm Ca?*

Lechada de almidén
Gelatinizacion
a-amilasa bacteriana,1500 U kg™

105° C, 5 minutos

Almidén gelatinizado [< 1 equivalencia de dextrosa (DE)]

Licuefaccion 95° C, 2 horas

Almidén licueficado (I 1 DE)
0,3% D-glucosa
2,0% Maltosa
97,7% Oligosacaridos

Sacarificacion pH 4,5 pH 5,5
Glucoamilasa, 150 U kg™ a-amilasa fungica, 200 U kg™
Pululanasa, 150 U kg™ 50 ppm Ca?*
60° C, 72 horas 55°C, 48 horas
Jarabe de glucosa (99 DE) Jarabe de maltosa (44DE)
97% D-(+)-Glucosa 4% D-(+)-Glucosa
1,5% Maltosa 56% Maltosa
0,5% Isomaltosa 28% Maltotriosa
1% Otros oligosacaridos 12% Otros oligosacaridos
FIG. 1
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