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cimmamaldehyde, cinnamon ofl, donamomum cassla, cimamon axiract, cusais lsaf oll, 34-dibydroxyeinnamic acld or salt therect,
ar a mixime theeeal (c) sorbic acld, or & salt theveo!; (d) erythorbic aeid, or & sak tharsof; (o) benzoic acld, or & salt therwal: (f) ura-
galacscamabinan, or a ntixtore thareof’ (g) & hemhydro-an-alphs-acid, tetritytio-tso-alpha-arid, or a mixters thereof;
o (h) Achilics fmgantissima olls, Santolina fragoentissima oflx, Forssk olls, Lavender cotton ofls; and () Glucons Dols Lactone. Tho
present jnvention aleo provides a prodoct (prefarmbly & product other than a foodstulf, pharmacentical, or coxmetic) comprising &
presarvative effective amount of cimamaldehyde or a mixturm of chnsmaldehyde and one or mare alkanol-dialkyl hydsnioim.
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5408/21.899-WO
ANTIMICROBIAL COMPOSITIONS

[1]  This application claims the benefit of prior U.S. Provisional
Application No. 60/403,004, filed Angust 12, 2002, and prior U.S. Provisional Application
No. 60/403,169, filed Angust 12, 2002, the entire contents both of which are incorporated
herein by reference.

Fleld of the Invention
[2] The present invention relates to (1) antimicrobial compositions, (2)
methods of killing and/or inhibiting the growth or microorganisms, (3) preserving products
with the seme, and (4) methods of potentiating antimicrobial compositiona.

Backpronnd of the Invention

[3] Natural products, while often safe, are generally expensive and do not
have biocidal efficacy against a broed spectrum of organisms such as gram nogative and
. positive bacteris and fungi. Most natural products aro only effective against gram positive
bactexia at relatively high concentrations and are not effective agrinst gram negative bacteria
or fungi.

[4] Cinnamaldehyde is a natural product which has been used (1) as a
flavoring agent, (2) in preservative systoms, and (3) to control insect and arechnid populations.
See U.S. Patent Nos. 4,525,480, 5,306,707, 5,536,501, 5,676,958, and 5,839,224
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[5]1 Thereisa continuing need for low cost and safie preservative systems
which are effective agginst a broad spectrum of microorganiams.

Summgary of the Invention
[6] The present invention provides an antimicrobial composition

mﬁummmmm(@u-mmwmwu
fungicidal effiective amount) of & mixture comprising st least two of;

(w) lemon gruss oil;

(b) cinnamaldehyde, cirnamon oil, ﬂ mOomum cassia, cinneman extract, casgia
leaf oil, 3,4-dihydroxycinnamic acid or salt thereof, or a mixture thereof;

(e)lmbiclnid.wll;nﬂ:mﬂ

(d) erytharbic acid, or a salt thereof,

.(o)bmmicnﬁd,ornulttha'enf;

(D arabinogalactan, galactoarabinen, or & mixture thereof;

(g) ® hexahydro-iso-alpha-acid, tetralydro-iso-alpha-acid, or & mixture thereof;

(h) Achillea fragrantiesima oils, Santolina fragrantissima oils, Fomssk oils,
Lavender cotton oils; and

(1) glucono delta lactone.
Preferably tho mixtures of the present invention include an antimicrobial (e.g., preservative,
bactericidal, and/or fimgicidal) synegistic effective amormt of the aforementioned ingredients.
{71  Preferred mixtures of the present invention include, but are not
limited to, those shown in the tabie below.

{MAS408\21899\00041659.DOC }
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Mixtore Camponeni () Componant (b) Component (c)
No.

1 cirmamaldehyde, lemon gress oil, | sorbic acid or a salt -
arbinogaiactan, galactoarsbinan, | thereof
or & mixture thareof
2 cimnamaldehyde achillea oil, -
arsbinogalactan,
galactoarabinan, or &
mixture thereof
3 cinnamaldehyde arsbinogalactan, sorbic acid or sait
gelactoarabinan, ors | theareof
mixture thereof
4 cimnamaldechyde sorbic acid or a salt -
thareof
5 cinnamaldehydo erythorbic ecid or a salt | -
thereof
6 benzoic acid ar  salt thereof arythorbic acid or a salt | -
(e.g., sodium benzoate) thereof
7 sarbic acid or a salt thereof ayﬂm’l;iclr.idm'lult -
thereof
8 ciornamaldehyds, benzoic acid or | glucono delta lactone | -
a salt thereof (e.g., sodium -
benzouts), or sorbic acid or a salt
thereof

{M:\S4DI2IE99\D004 1 659.DOC INEENERENTES }
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[8] Inall of the aforementioned mixtures containing erythorbic acid (or
salt thereof) or glucono delta lactons, the erythorbic acid (or salt thereof) or glucono delta
lactons potentistes the antimicrobial efficacy of the preservative (e.g., sarbic acid or
benzoic acid) in the mixture. _

[9] Another embodiment is a method ofkilling end/or inhibiting the growth
of microorganixms on a substraie or in or on a product by applying an effective amount of the
antimicrobizl composition of the present invention to the schstrate or the prodnct.

[10] Ancther embodiment is & method for potentisting the antimicrobial
efficacy of en antimicrobial camposition containing sorbic acid, benzoic acid, or salis thereof,
by adding or including erythorbic acid or & salt thereof, or gincano delta lactone in the

[11] Yetmﬂmambodimanillmndngt.wmpﬁlingmmﬁmimm
preservative, bactericidal, and/or fimgicidal effective amount of the antimicrobial composition
of the presont invention. The product may be a solid or Yiquid. The antimicrobial
compositions of the-present invention are particularly effective as presarvatives for personal
care products.

[12] Yet another embodiment is a method of preserving a product (¢.g., a
personz] care product) by incorparating a preservative effective amount of the antimicrobial
composition of the present irivention into the product.

[13] Yet another embodiment is a method of killing and/or inhibiting the
growth of tree or other plant fungus on & plxat (such as a tree) by epplying an effective smount
of the antimicrobial composition of the present invention to the plant and/or the eoil
surronnding the plant.

[14] Yetanother embodiment is a product (preferably 2 product other fhan a
foodstuff, pharmaceutical, or cosmetic) comprising a preservative effiective amount of

{M:\5408\21899\0004 1659 D0C IETEIEEENN }
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cinnemaldalryde or erythorbic acid or a salt thereof (e.g., sodinm ecythorbate). The product is
genenlly suhstantially free or completoly free of pambens (guch as methyiparaben,
ethylparaben, and propylparsben). The product may be, for exsmple, 2 household (s.g.,
persanal care), industrial, or institutional product. Preferred personal care products inciude,
but are not limited to, shempoos, lotions (e.g., body lotions), conditioners, and soeps. Suitable
housshold products include, but are not timited to, fabric softeners, Inmdry detergents, and
hard surface cleaners. According to one embodiment, the product contains less than abont 1,
0.5, 0.4, 0.3, 025, 0.2, 0.15, 0.1, 0.09, 0.08, 0.07, 0.06, 0.05, 0,04, 0.03, 0.02, ar 0.01% by
weight of parabens, based upon 100% total weight of product. According to one prefixred
embodiment, the product contains less than & amelling effective amount of cinnamaldehyde.
The product preferably contains more than 0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, or 0.1% by weight of
cinnamaldehyde. The product is preferably substantially free or completely fiee of cinnamon
oil, Amdinghomanbodimmtthsmduﬂdbunptcmhinnmvﬁweﬂ’wﬁw
emount of s preservative other than cinnamaldehyde or erythorbic acid or a salt thareof,
According to another embodiment, the only preservative in the product is ciznamaldelryds or
erythorbic acid or a salt thereof.

[15] Yet another ambodiment is & mothod of killing and/or inhibiting the
growth of microorganisms in or on a product (such as a product other then a foodstaf,
pharmaceutical, or cosmetic) comprising applying an affective amount of cinnamaldehyds to
the product. The product is preferably substantially free or completely free of parabens.

[16] Yet another embodiment is a method of preserving a product
(prefersbly s product other than s foodstuy, pharmaceutical, or cosmetic) camprising epplying
an effective amount of cirmamaldehyda to the product. The product may be substantially free
or completely fres of parabens,

{(M:\S408\21899\00041659.DOC INIENERENN }
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[17] Yot another embodiment is a method of killing and/or inhibiting the
growth of microorganiams in or on & product (such as (i) a product other then a foodstuff or
(fi) a prodnct other than a foodstuff, pharmaceutical, or cosmetic) comprising applying en
effective amount of erythorbic acid or a salt thereof to the product.

[18] Yet mother embodiment is a method of presarving a product
(preferably (i) & product other than a foodstuff or (ii) a prodnct other then a foodstuff,
pharmacentical, or cosmetic) comprising applying sn cffective amount of erythorbic acid ara
aelt thereof to the product. Ths product may be substantially freo or campletaly free of
parsbens,

[19] Yot another embodiment of the present invention is s method of Lilling
and/or for inhibiting the growth of microorgenisms on & substrate by spplying an entimicrobisl
or preservative effective smount of cirnamaldehyde or erythorbic acid or a salt fhareof
(proferably without applying any parabens).

[20] Yet another embodiment is a preservative formmulation comprising an
antimicrobial synergistic mixture compriing cinnamaldehyde and at loast one comventional
personal care preservative, such as isothiazolinones, benzisothiazolinones, and/or
formaldehyde donors, such as alkanol substituted dialkylhydantoins. Preferably, the alkeanol
substitoted dialkyl hydantoin is & compoumnd of formmula:

e

R{'N EN.Rz

W

[MAS406\21855\00041659.DOC NETIRSENN }
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wherein Ry end R; are each independenily hydrogen or (CH;)OH, with the proviso that both
R smnd R; cannot be hydrogen, and R, and R4 are each independsntly methyi, othyl, propyl, ar
aryl. Preforred alkano] substituted dislkylhydantoine include, but are not limited to, 1,3-
dimethylol-5,5-dimethylhydantoin (DMDMHE) and monomethylol dimethylhydantoin
(MMDMH). Prefersbly, the preservative formulation comprises 8 presarvative effective
amount of the synergistic mixture. According to ono embodiment, the preservative
formulation comprises a batericidally end/or fingicidally affective emount of the synergistic
mixture. The preservative formulstion may contain less than a smelling effective amount of
cinnamaldehryde. Preferably, the preservative formulation is snbstantially free or completaly
froo of parabens. The preservative foromlation may be incorporated into a product, such as
those discussed in this epplcation.

[21] Yet another embodiment is a method of killing and/ar inhibiting the
growth of microorganisms in or on & product (such as a product other than a foodstuff,
phammaceutical, or commetic) comprising applying en effective amount of the eforementioned
preservative formulation to the product. Acconding to one embodiment, the product is
substantially free or complstely froe of parabena.

[22] Yetanother embodiment of the present invention is a method of killing
snd/or for inhibiting the growth of microorgenisms on & substrate by spplying an entimicrobial
or presarving effective amount of the preservative formulation of the present invention.

[23] Yet another embodiment is u method of killing end/or inhibiting the
growth of fimgl ou & subatrate comprising spplying an effective amount of the afbrementioned
preservative formulation to the product. According to one embodiment, the product is
substuntially fres or complstely free of parabens.

[24] The fomulations end products of the present invention prefixably have
& pH less than 10, 9, 8.5, or 8.

{MAS408\21899\00041659.DOC IR )
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Brief Degcription of the Drawingy

[25] Figure 1 is a bar graph of the stability of (e) an unpreserved shampoo,
(b) a shampoo containing 0.5% (w/w) lemon grass oil, (c) a shampoo containing 1.2% (w/w)
poinssium sorbate, and (d) a shempoo containing 0.5% (w/w) lemon grass oil and 0.3% (w/w)
potassiam sorbate after 21 days (based on bacterial count). '

[26] Figure2is a bar graph of the stability of (a) &n unpresarved shampoo,
(b) & shampco containing 0.05% (w/w) cinnamaldehyde, (c) a shampoo containing 1.2%
(w/w) potsssium sorbate, (d) a shampoo comigining 0.05% cinnamaldehyde and 0.5%
poiassium sorbate, and (o) & shampoo containing 0.1% (w/w) cirmamaldshyde and 0.5%
(w/w) potassium sorbate after 21 days (based on bacterial count).

" [27] Figuro 3 shows a bar graph of the stability of (s) an unpreserved
shampoo, (b) & shampoo containing 0.05% (w/w) cinnamaldehyde, (c) a shempoo containing
1.0% (w/w) achillea oil, and (d) & shampoo conteining 0.05% (w/w) cinnemaldehyds and
0.75% (w/w) achillea oil after 21 days (based on bacterial count),

[28] Figure4 is a bar graph of tho etability of (s) en umpreserved shampoo,
(b) 8 shampoo containing 0.1% (w/w) cirnamaldshyde, (c) a shampoo conteining 1.0% (w/w)
Hexahop Gold™, and (d) a shampoo containing 0.1% (w/w) cinnamaldahyde and 0.4% (w/w)
Hexahop Gold™ after 7 days (based on fungal count).

[29] Figaro 5 is a bar graph of the stability of (a) an unpreserved shampoo,
(b)a.hnnpmmﬁﬁngl.ox(wfw)mm(mmm () & shampoo containing
0.6% (w/w) potassium sorbate, and (d) & shampoo containing 0.5% (w/w) Larex™ and 0.5%
(w/w) potassium sorbate after 14 days (based on fnggl count).

[30] Piguro 6 is a bar graph of the stability of (a) an unpresarved shampoo,
(b) & shampoo conteining 0.25% (w/w) laman gress oil, (c) a shampoo canteining 0.6% (w/w)

{MAS408\21895\00041659.DOC NGNS }
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potassium sorbate, and (d) a shampoo containing 0.1% (w/w) lamon grass oil and 0.5% (w/w)
" potassium sarbate afer 7 days (based on fimgal cout).

[31] Figoro 7 is a bar graph of the stability of () an mpresarved shampoo,
(b) a shempoo containing (w/w) Hexahop Gold™, (c) a shampoo contrining 0.6% (w/w)
potassium sorbate shampoo, (d) a shampoo containing 0.1% (w/w) cinnamaldehyde, and (e) a
shampoo contaming 0.3% (w/w) Hexahop Gold™, 0.1% (w/w) cinnamaldehyde, and 0.6%
(w/w) potassium sorbate after 7 days.

Detalled Description of the Invention
Defiait

[32] The term “microorganisms” inchudes, but is not Kimited to, baoteria,
fongi, yoasts, algae, insects, and pesta.

[33]  Theterm “sbout” or “approximately” mesns within n acoeptablo ecror
rangs for the particular valuc as determined by one of ordinary skill in the art, which will
" depend in peart on how the value is measured or determined, e, the Lmitatians of the
measuremont system.  For example, “ebout” can mean within 1 or more than 1 stendard
deviations, per the practice in the art. Alternatively, “shout” can mean a range of up to 20%,
prefersbly up to 10%, more prefersbly up to 5%, and more prefersbly still up to 1% of a given
value. Alternatively, particularly with respect to biological systams or processes, the term can
mean within an arder of magnitude, preferably within S-fold, and more preferably within 2-
fold, of a value. Where particular vahucs are described in the application and claims, unless
otherwise stated fhe term “about” meaning wifhin an accaptable error range for e particular
value should be assumed.

{MAS408\21299\00041659. DOC NEENEETENEN }
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[34] The tarm “personal care products” refers to products intended for
spplication to the human body, such s to akin, hair, and nails, including, but not limited to,
ahampoos, conditioners, creams, lotions (such as body lotions), cosmetics, and soaps.

[35] Tho term *“smelling effective amount™ rafirs to a sufficent amount of an
agent incorparated into & product to give the product an odor.

[36) The teem “potentiating” refers to tha ability of a compound or
composition to enhence or increase the effect of an antimicrobial compound or composition.
Preferably, the efficacy of the combined mixture is greater than the additive effect of the

[37] Suitable salts of sorbic acid, erythorbic acid, and benzoic acid incinds,
but are not imited to, alkali metal or alkali carth metal salts, such as potassium and sodium.

Components for Mixtures

[38] Cinnamaldshyde from amy source mey be used in the present invention.
For example, the cinnamaldehyds may bo derived from cinnamon bark extracts (such as from
bark and leaf), cassia leaf oil, cirnamomum cassis, cinnamon cils, cinnamal, cinnarmyl
alcohol, and mixtures thereof.

[39] A proferred salt of sorbic acid is potassium sorbate.

[40] A preferred salt of arythorbic acid is sodium erythorbate.

[41] A prafrred salt of benzoic acid is sodium benzoste.

[42] Ambinogalsctan and galactoarabinan maybe derived from Larex trees.
Arsbinogslactsn is aveilable as Larex UF™ from Larex Inc. of White Bear Lake, MN,

[43] Preferred hexalydro-iso-alpha-acids and tetrahydro-iso-slphe-acids are
those obtained from hops extracts, such 2 Heaxahop Gold™ (aleo referred to as Hexahop
herein) availablo from Jobm L Haas, Inc. of Washington, D.C.
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[44] A proferred Achillea fragrantisgima oils is Achillea oil
[45] According to a specific embodiment, the entimicroial compositian
coniains st loast 0.1% of soshic acid, or & salt thereof, such as potassium sarbate.

innamaldshydo and Sorbic Acid. Brvthorbic Acid, or a Selt Thereo
[46] A prefemred mixtore is cinnamaldelyde and sorbic acid or a salt thereof,
such as potassinm sorbato. Another proferred mixture is cinnamaldshyde and erythorbic acid
or a salt thereof, such as sodium erythorbate. The weight ratio of cinnamaldehyde to (i) scarbic
acid or a slt thereof or (i) erythorbic acid or a salt thercof is preferably from about 10:1 to
about 0.1:1 end more prefersbly from about 5:1 to about 0.2:1.

{47) Concentrates of the mixture preferably include from about 2 to about
40% by weight of cirnamaldehyde and from about 10 to about 60% by weight of sorbio acid,
erythorbic acid, or a salt thereof, in water, with or without a hydroxyl co-solvent (such es
glycarin or ethenol, which increase the solubility and stability of the cirnamaldehyde in the
blends).

[48] Prefrably, the pH of formnlstions inchuding a mixture of ()
cinamaldehydo and (i) sorbic acid, erythorbic, or & salt thereaf is less tha 10, 9, 8.5, or 8.
Ata pH of loss than 9, such formmlstions exhibit improved color stability. According to ane
prefirred embodiment, the pH of s firmulation contsining s mixture of cinnamaldshyds snd
sorbic acid, erythorbic acid, ar a salt thereof ia lowered with hydrochlorio ecid. Prefersbly, a
sufficicnt amount of hydrochlosic scid is incladed in the formulation to lower its pH to less
than 9, 8.5, or 8.

[49] A prefiered prescrvative formulation inclndes from about 5 to sbout
20% (ww) cinnsmaldeiryds, from sbout 20 to 50% potassinm sarbate, ethanol, end waber. A
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more profirred preservative fanmlation inclndes shout 15% cinnamaldehyde, shout 40%
potassium sorbate, 10% ethanol, and 35% water.

[50] Anotherpreferred mixture is (a) erythorbic acid or a salt thereof (e.g.,
sodium erythorbate) and (b) one or more of (7) citric ecid or a salt thereof, (ii) glucono delta
lectone, (iii) benzoic asid or a salt thereof (e.g., sodium benzoate), (iv) sorbic acid or a salt
thereof, or (v) ethylenedianminetetraacetic acid (EDTA) or a salt thereof

[51] Another preferred mixture is (2) benzoic acid ar & salt thereof (e.g.,

sodium benzoate) and (b) one or more of (i) citric acid or & salt thereof, (ii) glucono delta
lactone, (iif) sorbic acid or a salt thereof, or (iv) ethylenedieminetetrascetic acid (EDTA) ora
salt thereof.

[52] chﬁdmdnluﬂlﬂeoﬂypiuﬂymmteolmmbhin
formulations, such as shampoos. Surprigingly, it has been found that thess mixtures are color
stable. 1t has also been surprisingly found that erytharbic acid and salis thereof and ghicono
delta lactone potentinte the biocidal efficacy of citric acid, benzoic acid, EDTA, and salts
thereof. .

[53] Profexred mixtures includa, but are not limited to, those in the table
below. Prefirred and more preferred weight ratios are also provided in the table.
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Mixture Component (s) Component (b) Prefarred Moro
No. Weight Ratio Prefisred
Weight Ratio
1 Benzoic Acid or a Salt | Erythorbic Acidora | sbout 0.1:1 to | about 0.2:1 to
Thereof Salt Thereof sbout 20:1 about 5:1
2 Sorbic Acid or a Salt | Erythorbic Acid ora | about 0.1:1 to | sbont 0.2:1 to
Thereof Salt Thereof sbout 20:1 sbout 5:1
3 Benzoic Acid or & Salt | Glucono Delta | about 0.1:1 to | about 0.2:1 to
Thereof Lactono about 20:1 about 5:1
4 Glucono Delta Lactone | Erythorbic Acid ora | about 0.1:1 to | about 0.2:1 to
Salt Thereof sbout 20:1 sbout 5:1
5 | Glucono Delta Lactone | Banzoic Acid or a | shout 0.1:1 to | about 0.2:1 to
Salt Thereof sbout 20:1 about 5:1
[54] More preferred mixtures include, but are not limited to, those shown in
the table below.
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[55] Theantimicrobial compositions of the present invention are usofil as
antimicrobial, fungicidal, and bactericidal agants (sucli as against allergens, tree and plant
fingi, end plant and tres bacteria) end as preservatives in the pepermsking, textile,
agricultural, end coating industries and in persomsal care, housshold, industrial, and
institutional products. The antimicrobial composition may be inoorporated into substrates
susceptible to microbial grawth to preserve them. For example, the preservative system msy
be incorporated into or be a persanal care prodnct, such as a shampoo, conditioner, cream,
lotion (such as body lotion), cosmetic, or soap; a honsehold product, such as a fabric softener,
lmmdry detergent, or hard surface cleaner; or m industrial product, such as paint, coatings,
wood, textilo, adhesive, scalant, leather, rope, paper, pulp, paper board, shicet rock, ceiling

{M:\S408\21895\00041659 DOC INEEEITI }
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Component(s) | Component(t) | Prefimed Mare
Woeight Ratio |  Prafared
Weight Ratio
Sodium Benzoate Sodium Erythorbate | about 1:1 to | sbout 3:1
about 5:1
Potassium Sorbate Sodinm Erythorbate | about 1:1 to | about 3:1
sbout 5:1
Sodium Benzoate Glucono Delta | about 1:1 to | about 3:1
Lactone about 5:1
Glucono Delta Lactone | Sodium Erythorbate | sbout 1:1 to | about 3:1
about 5:1
Ghucano Delta Lactons | Sodium Benzoate | sbout 1:1 to | sbout 3:1
about 5:1
Atimicrobial C it
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tiles, plastic, fael, petroleum, ofl, rubber working fiuid, metal working fivid, starches (such as
pet food starch), or minersl sharry, such as a slury of clay, calcium carbonate, or titanium
oxide (Ti0,).

[56] Generally, the product contsing an entimicrobisl, preservative,
bactericidal, and/or fimgicidal effective amount of the antimicrobial composition. According
to one embodiment, the product contains from about 0.01 to ebout 2.0% by weight of cach
componant of the antimicrobial composition, based upon 100% total weight of product.
Accarding to another embodiment, the product includes from sbout 0.1 to sbout 1 ar 2% by
weight of the antimicrobial compositian, based upan 100% weight of total product.

Je Prosarvative Systema

[57]1 Cinrnamaldehyde and mixtures of (i) cinnamaldebryde and (i) at Joast
ano of en alkenol dialkyl hydsntoin, isothiszolone, and benzisothisrolinone (hereinafier
mfuuedhu"ﬂnﬁmurwﬁwmhm‘)muuﬁﬂumﬁmianbﬂfmﬁdmm
bactericidal agents (such as against allargens, treo fungi, and tree bacteris) and as
preservatives in tho papermaking, textile, agricaltural, and costing industries and in parsonal
care, houschold, industrial, and institutional products. The preservative systam may be
incorporated into substrates susceptible to microbial growth to preserve them. For example,
the preservative gystem may be incorporated into or be a parsonal care product, such as a
shampoo, conditioner, cream, lotion (such as body lotion), coemetic, or soap; 8 household
product, such as a fabrio softener, lanndry detergent, or hard sorface cleanar; or an industrial
product, such as paint, costings, wood, textile, adhesive, scalant, leather, rope, paper, pulp,
paper board, aheet rock, ceiling tiles, plastic, fuel, petroloum, oil, rubber working fhuid, metal
working fiuid, sterches (such as pet food starch), or mineral slurry, such as a slury of clay,
calcium carbonate, or titaninm oxide (TiOs).
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[58] Generally, the sntimicrobial composition and preservative system of the
present invention acts quickly (e.g., reduces the microorganizm (e.g., bacteria and/or fungi)
count by 95, 99, 99.9, or 99.99% typically within an hour) and msintsins efficacy (e.g.,
mainteins loss than 10 cfiv/g) over long periods of time (0.8, fior at least 7, 10, 14, or 28 days).
The term “prosecvative effective amount” refers to an amount of the preservative systam
which maintaing the microorganiam count below 1000, 100, or 10 cfi/g for at least 1, 4, 7, 10,
14, or 28 days.

[59] The antimicrobial composition and preservative system may includoa
solvent, sach as witer md water miscible solvents, including, but pot limited to, slochols
(e.8, methanol, ethanol, propancl, iso-propanol, and butanol), giycols (e.g glycarin,
digiycerin, butylens glycol, butoxydiglycal, propylens glycol, and dipropylene glycol), esters,
sthers, polycthers, and anry combination of any of the foregaing. For example, the solvent may
comprise water and one or more glycol end/or one or more alcohal, such as glycerin,
phenoxyethanol, benzyl alcohol, or ethanol. A specific solvent system comprises water and
and a glycol, such as glycerin. A second specific solvent system comprises water and an
alcohol, such as ethanol.

[60] Otheradjuvants may be included in the antimicrobisl composition and
prescrvative gystem as known to ons of ordinary akill in the art. Suitable adjuvants include,
but are not limited to, preservatives; solubilizing agents; chelsting sgents, such as
ciirylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and salts thereof and zeolites; surfactants, such as
cationic, anionic, naniois, and amphoteric surfactants; entioxidants, such @ butyisted
hrydroxyeuisole (BHA) mnd butyfhydroxytoleene (BHT); amine oxides; tertiary amines; zine
compounds; hydrotropes; fluaride compounds; magnesiam salty; caleivm salts; carboxytic
acids; phosphates; phosphonates; formaidehyde donors; glycereth-7; myristyl myristate;
giutaraldehydes; biguanices; natural products, such as geranoil, usnic acid, md tea tree oils;
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and smy combination of any of the forogoing. Suitshble preservatives include, but are not
limited to, quatemary enmonium chlorides; quatemary smmonium carbonstes; banzallonium
chloride; iodine containing compounds, such es 3-iodo-2-propynyl butyl catbemate (IPBC);
hydsntoins, such as dimethylhydsntoin and halogenated hydantoins; isothiazolinones;
parsbens, such a8 methyiparaben, ethyipsraben, and propylperaben; delydroacetic acid and
salis theveof; isocil; chloroxyleno}; chlorhenidine; phencocysthanol; beneyl aloohol; phenethyl
alcohol; benzoic acid and zalts thereof such as sodium benzoate; chlorobutann}; sorbic acid
and salts fhereof; triclossn; triclocarban; and any combination of any of the foregoing.

{61] The sntimicrobial composition and preservative system may be
incorporated into an aquecus or oil based system or an emmlsion. A suitable solvent for an ol
based system is phenoxyethanol and/ar benzyl alcohol.

[62] The antimicrobial composition can be a liquid or a solid.

[63] When the synergistic mixture contains cnly two ingredients from the
list above, the weight ratio of the first component to the second companent typically ranges
from shout 0.01:100 to about 100:0.01, preferably ranges from about 0.1:20 to about 20:0.1,
mdmmpmfa_nblynnguﬁumnhoutl:lﬂtoabmtlo:l. Whmthelymrphcmnm:re
contains threo components, the third component can be in any amount, but typically the
weight ratio of the third component to either of the first two components is from about
0.01:100 to about 100:0.01.

[64] To prepare a fiomulation containing the product of the present
invention, a concentrate of the antimicrobial composition and preservative systam is generally
first prepared. The concentrate may inglude from about 0.01 to about 100% by weight of the
antimicrobial composition snd preservative system and preferably containg from about 5 to
about 80% by weight of the entimicrobial compogition, based upon 100% total weight of
concentrate. For a two-component antimicrobisl composition, the concentrate broadly
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conteins from about 0.1 to aboat 99.99% by weight of the first component and from sbout
99.99% to about 0.01% by weight of the second companeet (based upan 100% total weight of
concenirats). When the preservatives system is cinmamaldelryds, the concentrate may include
from sbout 0.01 to sbout 100% cirnamaldshyds by weight and preferably contzins from
shout 5 to sbout 80% cinnamaldehyde by weight, based upon 100% total weight of
concenirate. Table A illustrates the components and the ranges of components present in a
typical concentrats for the cinnamaldelryds/alkeno] substituted dislkylhydmtnin mixtures
(based upon 100% total weight of concantrate).

Table A
Renges Cimnamaldehyde Alicnol Substituted
Bernisothiarsfinode

Broad from about 0.01 to about 99.99% | from about 99.99 to about 0.01%

Prefexred from about 5 to sbout 95% from about 95 to about 5%

[65] Beforense, tha concentrate is diluted, preferably with the same solvent
2 was used in the concentrate, snd/or incorporated into a product. Use dilutions of the
composition typically comprise e antimicrobial, preservative, fungicidally, or bactericidslly
effective amount of the mitimicrobial composition or preservative system,

' (66] Generally, nse dilutions contein from about 0.0001% ar 0.01% to about
2% by weight of the concentrate, According to cne prefirred embodiment, use dihutions
contsin from sbout 0.1 to about 1% by weight of the concentrats. In more preferred
embodiments, the uso dilution contsins 0.2, 0.25 or 0.30% by weight of the concentrete. The
use dilution geperally contsing from ebout 0.01, to shout 2.0% by weight of each
{MAS40821895\00041 659 DOC EREEN. }
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antimicrobial ingredient, based upon 100% total weight of use dilation. According to a
preftered embodiment, the antimicrobial compoaition contrins from about 0.001 to about
10%, preferably from about 0.01 o about 1%, and more prefersbly from about 0.05 to about
0.5% by weight of each antimicrobial ingredient (e.g., cinnamaldehyde). When the
preservetive system is cinnamaldehyde, the use dilution may cantein from about 0.001, 0.005,
0.01, 0.02, 0.03, 0.04,0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09, or 0.1% to about 1, 0.5, 0.4, 0.3, 0.25, 02,
0.15, 0.1, 0.09, 0.08, 0.07, 0.06, 0.05, 0.04, 0.03, 0.02, ar 0.01% by weight based mpon 100%
total weight of uso dilution, Table B iftustretes the components and generally the ranges of
campanents present in the use dilution (based upon IOO%MtulwuigMofyledimtion).

Iabie B
Remges Cinnameldehyde Alkanol Substitated
Dialicylhrvdertoin, Isothiazoli
Benzisothiszoli

Broad from about 0.001 to about 10% from about 0.001 to about 10%

Prefrred from about 0.01 to sbout 1% from about 0.01 to about 1%
Mare from sbout 0.05 to sbout 0.5% from shout 0.05 to about 0.5%
Preferred

[67] Acconding to snother embodiment, the aforementioned preservative
systen is incorporated info a product at & concentration of about 0.1 to about 1 or 2% by
whoight, based upon 100% total waight of product.

[68] Another embodiment of the present invention is a method for inhibiting

the growth of microorganisms, bacteriz (o.g., 5. aurews (ATCC # 6538), P. aeruginasa
(MAS408\2189500004 1 659.DOC INENEEN } -
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(ATCC ¥ 9027), aud E. coli (ATCC # 8739)), and/or fongi (inclnding plaut and tree fingi)
(o.g., Candida albicans, Aspergillus niger and Phytophthora ranmrwm) on a substrate by
gpplying an antimicrobial, preservative, bactericidal, or fungicidal effective amount of the
antimicrobial composition ar preservative system of the present mvention to the substrate.
The entimicrobial composition or preservative system may be applied to the substrate bry any
method known in the art incinding, but not limited to, brushing, dipping, soaking, vacuum
impregnation, and pressure treatment. A specific embodiment is a method for inhibiting the
growth of the tree fungus Phytophthora ramrum by applying a fimgicidal effective emount of
the antimicrobial composition or preservative system of the present invention to the treo
fangas or substrate (such es a tree) on which the tree fingns grows. Phylophkthora ramrum
causes Sudden Oak Death. |

[69] Tho antimicrobisl composition of the present invention may be
prepered by mixing the antimicrobial componsnis, and optionally, solvents, and adjuvants.
The mixture msy be hested and/or stirred to expedite mixing.

Examples
[70] The following examples illustrate the invention without imitation. All
parts and percentages are givan by weight unless otherwise indicated.

Bxample 1
(71] Bach anionic shampoo sample in Figures 1-3 wero tested as follows. A
stendardized mixed bacterial solution was prepared according to the following procedure. 3
agar stabs of S, aureus (ATCC # 6538), P. aerugtnosa (ATCC #9027), and E. coll (ATCC#
8739) were separatoly incubated at about 35°C for about 24 hours. Each stab was then
washoed with 3 mL of sterile 0.85% salins solution. The washes of the 3 stabs were pooled
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together to form an organism mixture. The absorbance of the arganism mixture at 530 om
was adjusted to about 1.00 by adding saline. The spectrometer was calibrated with a saline
blank. A 5 ml aliquot of the orgenism mixture wes mixed together to produce the
standardized mixed becterial sohution, Them, 40 g of each shampoo sample wus inoculated
with 0.2 mL of the standardized mixed bactarial solution and mixed. 1 g of the mixture was
edded to a sterile 20 x 150 mm screw cap test tabe.

[72] 9 mL of sterile D/B neutralizer broth was added to the test tube and
mixed to form a 10" dilution. Sarial dilutions wese prepared through to a 10°® dilution with
phosphate buffered water. The eeriel dilutions were plated onto Tryptic Soy Agar and
incubated for 2 days at sbout 35°C. Bacteria counts were performed after 21 days.

[73] Tho anionic protein shampoo composition was comprised of 35% by
weight of sodium Iauryl ether sulfite; 25% by weight of tristhenolamine lauryl sulfitte; 3% by
weight coconut diethanolamide (cocamide DRA); 1% by weight of hydrolyzed collagen,
aveilsble a8 Polypro 5000™ from Hormel Foods of Austin, MN: and 36% by weight of

[74] The antimicrobial composition containing samples were prepared by
anionic protein shampoo compogition and heating the mixture to about 50° C for about 15
mimites.

[75] The results are shown in Figures 1-3.

Exsmpic 2
[76] Each anionic shampoo sample in Figures 4-7 were tested as fofiows. A
standard mixed bacterial sohution was prepared according to the following procedure. 2 agar
slanta of Candida albicans and 4 agar lants of Aspergillus niger wero scparately inonbated at
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about 25°C for about 48 hours and 7 days, reepectively. Each slant was washed with 3 mL of
sterile 0.85% saline solution, collected and macarated in s tissus grinder. Sufficient amounts
of 0.85% saline solution were added to each slant to obtain & visual count under 2 microscope
with & Neubeuer Hemocytometer of each inmmoouhsn of C. albicans and A. niger. Bqual
volumes of each stendardized innoculum of C. albicans and A niger were mixed together to
form the etandardized mixed fimgal solution.

[77] 40g of each shampoo sample was inoculsted with 0.4 mL of the
standardized mixed fingal solution and mixed. 1g of the mixture was added to & sterile 20 x
150mm screw cap teat tube,

[78] 9 mL of sterile D/E neutralizer broth was added to the test tube and
mixed to form a 10 dilution. Serial dilutions were prepared through to a 10°¢ dilution with
phosphate buffered water. The serial dilutions were plated omto Sabourand dextrose agar and
incubated 5 days ot about 25°C. Fungal counts were performed after 0, 7, and/or 14 days.

[79] The snionic protein shampoo composition is described in Rxample 1.
‘The shamnoo samples were prepared by mixing the appropriate amounts of the antimicrobial
ingredionts and the anianic protein shampoo composition imd heating the mixture to about
50°C for about 15 minutes.

[80] Theresults are shown in Figures 4-7.

Example 3
[81) The procedsre described in Examplc 1 was repested with the
prosecystive Sornmlations set fixrth in Table 1 below. The pH of the shampoo was adjusted to
6.5. ‘The results sro also shown in Table 1.
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b |
Teble 1l
Day0 | Day7 | Day14 | Day28
Preservative Formulation cfi/g. | cfulg | cfug | clu/g
0.3% w/w of a mixture containing 75% 1-3x
potassium sorbate and 25% sodium 10% <10 <10 <10
erythorbete .
0.3% w/w of a mixture containing 75% 13x
sodium benzoate and 25% sodium 10° <10 <10 <10
arythorbate
1-3x >3x >x >»3x
0.45% w/w sodium erythorbate 10 10f 10° 108
1-3x 1x
0.45% wiow sodium benzoats 0 | 100 |7X10°] <0
1-3x 1x
0.45% w/w potassium sorbaic 108 | 108 |6%10°| ND.
1-3x >3x >3x >3x
Unpreserved Shampoo 10° 108 10 106

[82] From Table 1, synergism for (1) a.0.3% dilution of potassinm sorbate
(75%) and sodinm erytharbete (25%) and (2) a 0.3% dilution of sodium benzoate (75%) and
sodium erythorbate (25%) against mixed bacteria in shampoo was caloulated by the method
described in C.B. Kull e al., “Mixtures of Quatarnary Ammonium Compounds and Long-
chain Fatty Acids as Antifmgal Agenis”, Applisd Microbiology, 9:538-541 (1961). The
synergism value (Qu/Qu + Qu/Qs) Was determined. Qi the concentration of potassivm
sarbete or sodium benzoate (in perceot by weight) in the mixture, which' yieldod 100%
retardation of the bacteria, Le., resulted in a plato count of < 10 cfi/g after 7 days, Q is the
conoentration of potassium sarbato or sodium benzoate alone (in percent by weight) required
0 yield 100% reterdation of the bacteria. Qy is the concentration of sodium erythorbete (n
percent by weight) in the mixture, which yielded 1009 retardation of the bectaria. Q, is the
concentration of sodium erythorbate alone (in percent by weight) required to yield 100%
retardation of the becieris.
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[83] When the value of (Qu/Qs + Qo/Qy) is loas then ons, the mixture is
synergistic. Vahues for (Qu/Qs + Qp/Qs) of 1 and greater represent an additivo effect and an
mntagonistic affect, respectively, The results are shown in Table 2 below.

Tshle2
Preservative Mixture Q, Q, Q, Q QQ, +
QfQ,
75% potassivm sorbate and | 0225% | 0.075% 045% 0.45% 0.67
25% sodium erythorbate (<1)
75% Sodiom Benzoate and | 0.225% [ 0.075% 0.45% 0.45% 0.67
25% Sodium erythorbate

Exemple &

[84] Each anionic shampoo sample in Table 3 below was tested as follows.
A standerdized mixed bacterial solution was preparéd according to the following procedure, 3
sgar stabs of 5. qureus (ATCC # 6538), P. asruginosa (ATCC #9027), and E. coli (ATCC#
8739) were scparatoly incubated st about 35°C for about 24 hours. Each stab was then
washod with 3 mL of sterile 0.85% saline solution. The washes of the 3 stabs were pooled
together to form an organism mixture. The sheorbance of the arganism mixture at 530 om
was adjusted to ebout 1.00 by adding saline. The spectrometer was calibrated with a saline
blank. A 5 mL aliquot of the orgeniam mixture was mixed together to produce the
standardizad mixed bacterial solution. Then, 40 g of each shampoo sample was inoculated
with 0.2 mL of the standardized mixed bacterial solution and mixed. 1 g of the mixture was
added to a sterile 20 x 150 mm screw cap test tube.

[85] 9 mL of sterile D/B noutralizer broth was sdded to the test tube and
mixed to form a 10" dilution, . Serial dilutions were propared through to a 10 ditution with
phosphate buffered water. The serial dilutions were plated onto Tryptic Soy Ager and
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incubated for 2 days at about 35°C. Bacteria counts were performed sfter 0, 7, and 14 days,

The results are shown in Table 1.

[86] The anionic protein shampoo compoxition was comprised of 35% by
weight of sodium lanryl ether sulfute; 25% by weight of tristhanolamine lauryl sulfiete; 3% by
weight cocomut diothanolsmide (cocamide DEA); 1% by weight of hydrolyzed collagen,
avuilable as Polypro 5000™ from Hormel Foods of Anstin, MN; and 36% by weight of

[87] Thecionamaldehyde snd ofher preservative conteining samples were
prepared by mixing the appropriate amounts of the preservatives and the aforementioned
anionic protein shampoo composition and heating the mixture to about 50° C for about 15

timates.
Tabled
Shempoo 5. cwreus, P. aeruginosa, end E. coli (cfu/g)
Day0 Duy7 Day 14

Unpreserved Anionic Protein Shempoo |  3.0x 10 3.0x10 3.0x10
Compogition
0.25% Cinnamaldshyde 3.0x 10 <10 <10
0.20% Cinnamaldehyde 3.0x 10 <10 <10
0.10% Cinnamaldehyde 3.0x107 1.0x 10! <10
1.0% Benzyl Alcohol 3.0x10 5.0x 10° 53x10°
1.0% LiquaPar Optima* 3.0x 10" 3.0x 10 2.0x 10
1% Tea Tres Oil 3.0x10° 3.0x10 3.0x 10
1% d-Limoneno 3.0x10 3.0x107 3.0x10
1% Gexniol 3.0x 10 3.0x10 3.0x 107
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1% Nezol 3.0x 10’ 3.0x 10 3.0x10°
1% Citral 3.0x 107 3.0x10 3.0x 10
1% Bugenol 3.0x 10 3.0x10 3.0x 10’
1% Hexahop 3.0x10 3.0x 10’ 3.0x 10

[88] * - LiquaPar Optima is phenoxyethano! (and) mofirylparaben (and)
isopropylparaben (and) isobutyiparaben (and) butylparaben and is aveilable from ISP Labs of
Wayne, NJ.

[89] Ali percentages in Table 3 are in percent by weight based upon 100%
by weight of total shampoo.

Example 5

[90] RBach amionic shampoo semple in Table 4 below was tested as follows.

A standerd mixed bacterial solution was prepared according to the following procedure. 2
agar slants of Candida albicans and 4 agar slanis of Aspergilius niger were separately
incubated at about 25°C for about 48 hours and 7 days, respectively. Each alant was washed
with 3 mL of sterile 0.85% saline solution, collected and macerated in a tissue grinder.
Sufficient amounts of 0.85% saline solution were added to each slant to obtain a visual count
under a microscope with a Neubauer Hemocytometer of each innoculum of C. albicans and 4,
niger. Bqual volumes of each standardized imoculum of C, albicans and A. niger were mixed
together to form the standardized mixed fongal solution. -

[91] 40g of cach shampoo semplo was inoculated with 0.4 mL of the
stendardized mixed fungal solution and mixed. 1g of the mixture was added to a sterile 20 x
150mm screw cap tost tube.
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(92] 9mL of sterile VE neutralizer brots was sdded to the test tube end
mixed to form a 10” dilution. Serial dilutions were prepared through to a 108 dilution with
phosphate buffered waser. The serial dilutions wee plated onto Ssbourand dextrose agar and
incubated § days st sbout 25°C, Fungal counts were parformed after 0 and 14 days. The

results are ehown in Table 9.

27
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‘The shempoo saples were prepared by mixing the appropriate amounts of the proservatives
and the enionic protein shampoo composition and heating the mixture to sbout 50°C for sbout

15 mimtea.
m .
Shampoo Fungal Plato Count (afu/g)

_Day0 7 __Davis
Unpreserved Arionic Protein 1.0x10° 45x 10 8.5x10
Shampoo Composition
020 Cinnamaldehyde 1.0x10° <10 <10
0.10% Cinnamaldehyde 1.0x10° 3.0x 10! <10
0.05% Cimamaldehyde 1.0x10° 8.0x10* <10
1.0% Benzyl Alcohol 1.0x10° 60210’ 6.0x10°
1.0% LiquaPar Optima 1.0x10° 40x10* 3.0x 10*

Example 6

[4] Each croem sample in Tablo 5 below was tested by the procedure
described in Bxample 1. A glyceryl monostearstn (GMS) cream s described in Tabls 3 below
was prepared as follows. The polyoxyetirylens glyceryl monostearste, glyceryl monostesrats,
cetearyl aloohol, and myristyl propionate were mixed and heated to 60° C in a first container.
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The glycerin and sterile deionized water were mixed and heated to 60° C in a second
container. The solution in the first container was poured into the socond container. The
socand container was maintsined at 60° C for 10 minntes. The solution in the second
container was allowed to cool. The pH of the solution was adjusted to pH 7 with sodium
hydroxide to yield the GMS cream.

Table 5
Ingredient Trade Name Chemical Name Amount (% w/w)
Aldosperse® MS-20 Polyoxyethylene (POE) glyw'yl 4.00
(Louza) . | monostearste
Aldo" (Lonza) Glyceryl monostearsts 6.00
TA 1618 (Proctor & Cotearyl alochol 1.50
Gamble) ' |
Lonzest® 143-S (Lonza) | Myristyl propionate 8.00
Giycon® G-100 (Lonzs) | Glycerin 5.00
- Starile Deionized Water 75.50
Total 100.00

[95] Tho cream samples shown in Table 6 below were prepared by mixing
the sppropriate amounts of the preservatives and the GMS cromm and heating the mixture to
50° C for 10-15 minntes. The results are shown in Table 6 below.
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Table §
Cream S. aureus, P, asruginosa, and E. coli (cfo/g)
Day 0 Day7 Day 14
Unpresarved GMS Cream 3.0x 10 3.0x 10 3.0x 10
0.25% Cinnamaldehyde 3.0x 10’ <10 <10
0.10% Cirmamaldelryde 2.0x 107 40x 10* 93x 10°

[96] The cream samples shown in Table 7 below were prepared by mixing
fhe appropriate amounts of the preservativos and the GMS cream and heating the mixtare to

50* C for 10-15 minutes. The results aro shown in Table 7 balow.

[97] The procedure in Example 4 waa repeated with the shampoo samples

shown in Table 8 below. The results are shown in Table 8.
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Tablo 7
Cream Fungal Plate Count (cft/g)
Day0 Day 7 Day 14
Unpreserved GMS Cream 1.0x10° 23x10° 15x10°
0.25% Cinnamaildahyde 1.0x 10° <10 <10
0.10% Cinnamadehyde 1.0x10° <10 <10
Bxaple 7
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Table §
Cream S. aureus, P. asruginosa, and E. coli (cfu/g)
Day 0 Day 7 Day 14
Unpresarved Anionic Protein 3.0x10° 3.0x 10’ 3.0x10
shampoo Composition
0.10% Cinnamaldehydo 3.0x10° 1.0x 10! <10
0.05% Cinnemaldahyde 3.0x10° 65x10° 1.0x 107
0.05% Glydant 2000™ * 3.0x10° 20x10° 1.0x10?
0.02% Glydant 2000™ end 3.0x 10 <10 <10
0.025% Cinnamaldelryde

[98] *- Glydant2000™ is a 70% solntion of hydamtoin species including
shout 36% dimetbylol dimethyl hydantoin (DMDMH), sbout 29% manomethylol
dimetirythydantoin (MMDMH), and about 5% dimethyl hydantoin (DMH); and 30% water
and is available from Lonza, fee. of Fair Lewn, NJ.

[99] Synergism for the cinnamaldshyde/Glydant 2000™ solutions in Table 8
sgainst S. aurews, P. aaruginosa, and E. coli was calculsted by the mefhod described in C.B.
Kull et al., "Mixtures of Quaternary Ammonium Compotnds and Long-chain Fatty Acids as
Antifingal Agents®, Applied Microbiology, 9:538-541 (1961). The synergism valus (Q4/Q, +
Qo/Qy) in Tablo 7 was determined. Q, is the concentration of cirmemaldehyde (in percent by
weight) in the mixture, which yielded 100% rotardstion of the bacteria, i.e., resalted in a platn
count of <10 cft/g after 14 days. Q, is the concentration of cinnamaldehyde alone (in percont
by weight) required to yield 100% retardation of the bacteria. Qp is the concentration of
Glydant 2000™ (in percent by weight) in the mixture, which vielded 100% retardation of the
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bacteria. Qy is the concentration of Gtydant 2000™ alons (in percent by weight) required to
yield 100% retardation of the bacteris.

[100] When the valus of (Qa/Qx + Qo/Qy) is less than one, the mixture is
syergistic. Values for (Qa/Qu + Qa/Qu) of 1 sud groater then 1, represent m additive affect
and en antagonistic effect, respectively.

[101] The reeults are shown in Tables 9 and 10 balow.

Table 9
ForDay?
Preservative Mixture Q Qs Q Q Q/Q +
Qs
0.05% Glydant 2000™ - - 005% | - -
0.10% Cinnamaldehyde - - - 0.1% -
0.02% Glydant 2000™ and | 0.02% | 0.025% - - 0.65
0.025% Cinnamaldchyds |
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Tible 10
For Day 14
Proscrvative Mixturo QU QG Q Q@ | Wt
Q'
0.05% Glydant 2000™ - - 0.05% - -
0.10% Cinnamaldehyde - - - 0.05% -
0.02% Glydant 2000™ and | 0.02% | 0.025% | - - 0.90
0.025% Cinnamsldehyde
Buample 8

[102] The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the preservative

mixturcs was tested. The MIC is the lowest concantration of an ingredient that will inhibit

the growth of an orgenism_ This study was conducted using the Hamilton Micro Leb AT

Plus Autodilutor Liquid hendling System. The programs for the auto-dilutor were based
on Lonza's Standard Application Method SAPM# 412-01-1. The Hamilton Autodilutor

was used to dihute the starting concentrations of the preservative combination by 50%

using mutrient broth in 96 well micro titer plates and also to inoculate the microorganism

in the test samples.

[103] ‘This preservatives tested were Isocil™ (a blend of methyl

isothiszolinone and methyl-chloro-isothiazolinone), Banzocil™ (benzisothiazolinone) and

Lonzagard™ (benzethonium chlaride), all of which are availsble from Lonza In, of Fair
Lgwn, NJ, in various concentrations end combinations with cirmamaldehyda. Controls

were also included in each test plate. Bach preservative combination was tested in

duplicate against Staphylococcuy aureus (ATCC # 6538) and Escherichia coll (ATCC #
(M\S40B\Z1B99\00041659 DOC RENWEENNEN )
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8739).

[104] Test plates were diluted by the Hamilton Autodilutor and then
inoculated with the tost organism to achieve approximately 10° colany forming units /
gram in the tegt sample (cfi/g). The plates were then incubated in a 32 degree Celsina oven
for 72 hours. Results were deteomined by checking for growth in the test samples versus
the control wells an each plate (visua! determinstion of trbidity in the wells). The MIC
shown below in Tablo 11 was reported as the lowest test levels of preservative or
preservative blend that did not show any growth. |

[105] A mixture of 7.5 ppm (sctive) Benzocil™ and 25 ppm
cinmemaldehyds effectively inkibited growth. Also, 2 mixture of 0.47 ppm (active)
Isocil™ end 6.3 ppm: cinnamaldehyde effectively inhibited growth.

Tablo 11
Teat Materisl MIC for S, Aureus
Cimmnldeliyda 125 ppm
Tsocil™ (Isothiszolinone) 0.585 ppm (active)
Benzocil™ (Benzoisothiazolinone) ' 9.375 ppm (active)

[106] Synergism values for the Isocil™/cimnamaldelryde end
Benzoci™/cinnamaldehyde combinations were calculated from the MIC values reparted
in Table 11 by the method described in Kull, supra, referred to above, and are set forth in
Tables 12 and 13, below.

N
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Table 12
Presarvative Mixture Q Qe Q 0.9 Q/Q, +
Q/Q
0.585 ppm (active) Isocil™ . - 0.585 - -
125 ppm Cirmamaldehyde . - - 125 -
0.47ppm (active) Isocil™ 0.47 63 - - 0.85
and 6.3 ppm
Cinnzmaldelryde
Table 13
Prescrvative Mixinre Q (9 Q Q Q/Qu +
Q'
9.375 ppm (active) - - >9.375 - -
Benzocil™
125 ppm Cinnamaldehyde - - - >125 -
7.5 ppm (active) Benzocil™ | 7.5 25 - - <10
sod 25 ppm
Cinnemaldehyde
Exegple 9

[107] The color atability of the cinnamaldehyde/potassium sorbate mixtures
described below were tested with a Gardner oolor tost. Hydrochloric acid was addad to adjust
the pH of the formulation to the pH specified. The results are shown below
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Stabilizer None Hydrochloric Acid
Tamperature Initial Room arc Room 37°C
Temperataro Temperature

Initial pH 10.60 10.60 10.60 8.96 8.96
Color 6 10-11 14-15 7-8 11-12
Water 339 342 34.1 340 344
K sorbaio 41.5 423 42.3 440 434
Cinnamaldohyde |  14.8 15.1 14.9 15.5 15.6
Final pH 9.91 9.83 9.82 8.67 8.67

[108] All patenis, applications, articles, publications, and test mathods
mentioned above are hareby incorparated by reference.

[109] Many variations of the present invention will suggest themselves to
those skilled in the ert in light of the above detailed description. Such obvious varistions are
within the fall intended scope of the appended claims,
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‘We clafm:

1. An antimicrobial composition comprising an antimicrobial effective emount of

& mixture comprising st Ioast iwo of

(a)  lomon grass oil;

()  cinnamsldehyds, cinnamon oil, cinnamonm cassis, cinnamon
axtrect, cassia leaf ofl, 3,4-dihydroxyciunamic ecid or salt thereof, or & mixture thereof

(c) sorbic acid, ar a salt thereof;

(d)  erythorbic acid, or a salt thereof;

(¢)  benzoic acid, or a salt thereof;

()  ambinogalacten, galsctoarabinen, or a mixture thereof;

(® @ hexahydro-iso-alpha-scid, tetrabydro-iso-alphs-acid, or &
Tixture thereof,

()  Achilles fragrantissims oils, Santolina fragrantissims oils,
Forusk cils, Lavender cotton oils; and

@) Glucono Dalta Lactons.

2 The antimicrobial composition of claim 1, wherein the mixture comprises (s)
cinnemaldeiryde; and (b) sorbic acid or o selt thereof

3.  The entimicrohial composition of claim 2, whersin component (b) the salt is

potassium sorbuto.
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4 The antimicrobial composition of claim 1, wherein the mixture comprises (a)
erythorbic acid ar a salt thereof, and (b) ono or more of citric acid, glucono delta lactone,
‘benzoic acid, sorbic acid, EDTA, or a salt thereof.

5. The antimicrobial composition of ¢claim 1, wherein the mixture comprises (a)
benzoic acid ar a salt thereof, and (b) one or more of citric acid, glucono delta lactons, sorbic

acid, EDTA, or a slat tharcof.

6. The antimicrobial composition of claim 4, wherein the mixture comprises

7. The antimicrobial composition of claim 6, further comprising benzoic acid ora
8. The antimicrobial compesition of claim 7, wherein the salt of benzoic acid is
sodium benzoate.

9. The antimicrobial composition of claim 5, wherein the mixture comprises ()
sodium benzoate and sodium erythorbate.

10,  The entimicrobial composition of claim 1, further comprizing a solvent.

11.  The entimicrobial composition of cleim 10, wherein the solvent is selected
from water, glycols, elcohols, and mixtures thereof.
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12.  Theantimicrobial composition of claim 11, wherein the solvent is & mixhire of
waeter and a glyool,

13.  The antimicrobial composition of claim 12, wherein the glycol is glycerin.

14,  The antimicrobial composition of claim 10, wherein the golvent is & mixture of
water and en aloohol. '

*15,  The entimicrobial composition of claim 14, wherein the alcohol is ethanol.

16.  The antimicrobial composition of clxim 1, wherein the mixture comprises (a)
cinnamaldehyde and (b) sorbic acid or a salt thereof.

17.  The mtimicrobial composition of claim 1, wherein the composition mixture is
prescot at a concentration of from about 0.01 to about 2% by weight, based on 100% weight
of the total composition.

18. A method of killing and/or inhibiting the growth of microorganisms on a
substrate comprising applying an effective smount of the antirmicrobisl composition of claim 1
to the substrate.

19. The method of claim 18, wherein the microorganiema are selected from S.

aureus, P. aeruginosa, E. coll, Candida albicans, Aspergillus niger end Phytophthora
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20. A product other than a foodstuff, pharmacentical, or cosmetic comprixing a
preservative effective amount of cinnamaldshyde, wherain the prodnct is substantizlly frea of
purabena.

21. The product of claim 20, wherain the product is a honsehold, indnstrial, or

22. Thoproduct of claim 20, wherein the product is a parsonal cere product.

23.  Theproduct of claim 22, wherein the personal care product is a shampoo, body
lotion, conditioner, or soap.

24.  The product of claim 20, wherein the product comprises less then a smelling
effective amount of cinnamaldehyde.

25, Thn.p:udmdddmzo.whﬂuhﬂnptoductilﬁuofdmmoﬂ.
26. A preservative formnletion compriging an antimicrobiel effective amount of a
sstic mixt -

(8) cinnamalishyde; end

() ot loast one alkano! substituted dialkyIbydantoin

27. The preservative formulation of claim 26, wherein the wherein the alkanol
substituted dialkyl hydantoin has the formula;
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RO Re

V)

wherein R, and R, are each independently hydrogen or (CH2)OH, with the proviso that both
R; and Ry cannot be hydrogen, and Ry and R4 aro each independently methyl, ethyl, propyl, or
aryl.

28, Thsprua‘nﬁwﬁumuhﬁmofclaimﬂ,ﬁuuinti:eﬂkmolmbnﬁhﬂd
siaTkyiydamtoin is dimethyiol dimethvihydantoi

29. A mefod of killing end/or inbibiting the growth of microorgeniams on
product other then a foodstoff, pharmacentical, ar coametic, the method comprising applying
an effective smount of cinnemaldchyde to the prodoct, wherein the product is free of
parshens.

30. Amethod of mhibiting the growth of microorganiams comprising spplying an
effective amount of the preservative farmulation of claim 26.

31. A method of killing and/or inhibiting the growth of fungi an a substrate comprising

applying an offective amount of cinnamaldehyds to the product, wherein the product is free of
parebens.
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32.  Amethod ofinhibiting the growth of fimgi on & substrate comprising applying
m effective amonnt of the preservative formulation of claim 26.
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COMPOSICIONES ANTIMICROBIANAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con (1) las
composiciones antimicrobianas, (2) métodos para exterminar
y/o 1inhibir el crecimiento de microorganismos, (3)
conservar productos con los mismos, y (4) mnétodos para

potenciar las composiciones antimicrobianas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los productos naturales, con frecuencia seguros,
en general son caros y no tienen eficacia biocida contra
una amplia gama de organismos tales como por ejemplo,
bacterias gram negativas y positivas y hongos. La mayoria
de productos naturales sélo soﬁ eficaces contra bacterias
gram positivas a concentraciones relativamente altas y no
son eficaces contra las bacterias gram negativas u hongos.

El cinamaldehido es un producto natural que se
ha wutilizado (1) como un agente saborizante, (2) en
sistemas conservadores, y (3) para controlar poblaciones
de insectos y ardcnidos. Véanse las patentes de los
Estados Unidos Nos. 4,525,480, 5,306, 707,5, 536,501,
5,676, 958, y 5,839, 224.

Existe una necesidad continua por sistemas

congservadores de bajo costo y seqguros que sean eficaces

RSN
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contra una amplia gama de microorganismos.

SUMARIO DE LA INVENCIGH

La presente invencién proporciona una
composicién antimicrobiana que comprende una cantidad
eficaz antimicrobiana {(tal como por ejemplo, un
conservador; bactericida, y/o cantidad eficaz fungicida)
de una mezcla que comprende al menos doa de:

(a) aceite de limoncillo;

(b) cinamaldehido, aceite de canela, casia de
canela, extracto de canela, aceite de hoja de casia, Aacido
3,4-dihldroxicinémico o una sal del mismo, o una mezcla de
los mismos;

{c) A&cido sérbico, o una sal del mismo;

{(d) &cido eritérbico o una sal del mismo;

(e) &acido benzoico, o una sal del mismo;

(f) arabinogalactano, galactoarabinano o una
mezcla de los mismos;

(g) wun hexahidro~iso-alfa-4dcido, tetrahidro-
iso-alfa-a4cido, o una mezcla de los mismos;

{h}) aceltes de Achillea fragrantissima, aceites
de Santolina fragrantissima, aceites de Forssk, aceites de
algodén de lavanda; y

(1) glucono delta lactona.

De preferencia, las mezclas de la presente

R
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invencién incluyen una cantidad eficaz sinérgica
antimicrobiana (por ejemplo, conservador, bactericida y/o
fungicida) de los ingredientes mencionados anteriormente.
Las mezclas preferidas de la presente invencién
incluyen de manera enunciativa, aquellas mostradas en la

siguiente tabla.

Mezcla Componente (a) Componente (b) Componente (c)
No.
1 Cinamaldehido, Acido sérbico o
aceite de una sal del mismo
limoncillo,
arabinogalactano,
galactoarabinano

O una mezcla de

los mismos

2 Cinamaldehido Aceite de
achillea,
arabinogalactano,
galactoarabinano
o una mezcla de

los mismos

3 Cinamaldehido Arabinogalactano, |Acido sérbico
galactoarabinano |o una sal del
o una mezcla de mismo

los mismos

4 Cinamaldehido Acido sérbico o

una sal del mismo

5 Cinamaldehido Acido eritérbico

0 una sal del

mismo
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Mezcla| Componente (a) Componente (b) Componente (c)
No.

6 Acido benzoico o |Acido eritérbico
una sal del mismo |0 una sal del
{por ejemplo, mismo

benzoato de

sodio)

7 Acido sérbico o Acido eritérbico
una sal del mismo |0 una sal del

mismo

8 Cinamaldehido, Glucono Delta
dcido benzoico o |Lactona

una sal del mismo
(por ejemplo,
benzoato de
sodio), o Acido

sérbico o una sal

del mismo

En todas las mezclas nencionadas anteriormente
que contienen &cido eritérbico (o una sal del mismo) o
glucono delta lactona el acido eritérbico (o una sal del
mismo) o glucono delta lactona potencia la eficacia
antimicrobiana del conservador (por ejemplo, &acido sérbico
o acido benzoico) en la mezcla.

Otra modalidad es un método para exterminar y/o
inhibir el crecimiento de microorganismos en un substrato
o en un producto al aplicar una cantidad eficaz de 1la

composiciétn antimicrobiana de la presente invencién al
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substrato o al producto.

Otra modalidad es un método para potenciar la
eficacla antimicrobiana de una composicién antimicrobiana
que contiene adcido sérbico, &cido benzoico, o sales de los
mismos, al agregar incluir &cido eritédrbico o una sal del
mismo, © glucono delta lactona en la composicién
antimicrobiana.

Todavia otra modalidad es un producto que
comprende una cantidad eficaz antimicrobiana,

conservadora, bactericida y/o fungicida de la composicién

antimicrobiana de 1la presente invencién. El producto
puede 8ser un adélido o liquido. Las composiciones
antimicrobianas de la presente invencién son

particularmente eficaces como conservadores en los
productos para el cuidado personal.

Todavia otra modalidad es un método para
conservar un producto (por ejemplo, un producto para el
cuidade personal) al incorporar una cantidad eficaz
;onservadora de la composicién antimicrobiana de 1la
presente invencién en el producto.

Todavia otra modalidad es un método para
exterminar y/o inhibir el crecimiento de hongos arboricola
u otros vegetales en una planta (tal como por ejemplo, un
drbol) al aplicar una cantidad eficaz de la composicién

antimicrobiana de la presente invencién a la planta y/o al
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suelc que rodea la planta.

Todavia otra modalidad es un producto (de
preferencia un producto distinto de un comestible,
farmacéutico, o© cosmético) que comprende una cantidad
eficaz conservadora de cinamaldehido o &cido eritérbice o
una sal del mismo (por ejemplo, eritorbato de sodio). E1
producto en general estd priActicamente libre o totalmente
libre de parabenos (tales como por ejemplo, metilparabeno,
etilparabeno, y propilparabeno). El producto puede ser,
por ejemplo, un productc doméstico (por ejemplo, para el
cuidado personal), industrial, o institucional. Los
productos para el cuidade personal preferidos incluyen de
manera enunciativa: champds, lociones (por ejemplo,
lociones corporales), acondicionadores y Jjabones. Los
productos domésticos adecuados incluyen de manera
enunciativa: suavizantes de telas detergentes para
lavanderia y limpiadores para superficie dura. De acuerdo
con una modalidad, el producto contiene menos de
aproximadamente 1, 0.5, 0.4, 0.3, 0.25, 0.2, 0.15, 0.1,
0.09, 0.08, 0.07, 0.06, 0.05, 0.04, 0.03, 0.02 6 0.01% en
peso de parabenos, con base en el 100% del peso total del
producto. De acuerdo con una modalidad preferida, el
producto contiene mencs de una cantidad eficaz aromltica
de cinamaldehido. El producto de preferencia contiene mas

de 0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.09 6 0.1% en peso de
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cinamaldehido. El producto de preferencia esaté
précticamente libre o completamente libre de aceite de
canela. De acuerdo con una modalidad, el producto no
contiene una cantidad eficaz conservadora de un
conservador distinto a cinamaldehido o acido eritérbico o
una sal del mismo. De acuerdo con otra modalidad, el
dnico conservador en el producto es cinamaldehido o &acido
eritérbico o una sal del mismo.

Todavia otra modalidad es un método para
exterminar y/o inhibir el crecimiento de microorganismos
en un producto (tal como por ejemplo, un producto distinto
de un comestible, producto farmacéutico o cosmético) que
comprende aplicar una cantidad eficaz de cinamaldehido al
producto. El producto de preferencia estd practicamente
libre o completamente libre de parabenos.

Todavia otra modalidad es un método para
conservar un producto (de preferencia un producto distinto
a un comestible, producto farmacéutico o cosmético) gque
comprende aplicar una cantidad eficaz de cinamaldehido al
producto. El producto puede estar préActicamente libre o
completamente llbre de parabenos.

Todavia otra modalidad es un método para
exterminar y/o inhibir el crecimiento de microorganismos
en un producto (tal como por ejemplo (i) un producto

distinto a un comestible o (ii) un producto distinto a
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comestible, producto farmacéutico o cosmético) que
comprende aplicar una cantidad eficaz de Acido eritérbico
© una sal del mismo al producto.

Todavia otra modalidad es un método para
conservar un producto (de preferencia (i) un producto
distinto a un comestible o (ii) un producto distinto a un
comestible, producto farmacéutico o cosmético} Qque
comprende aplicar una cantidad eficaz de acido eritérbico
o una sal del mismo al producto. El1 producto puede estar
practicamente libre ¢ completamente libre de parabenos.

Todavia otra modalidad de la presente invencién
es un método para exterminar y/o inhibir el crecimiento de
microorganismos en un substrato al aplicar una cantidad
eficaz antimicrobiana o conservadora de cinamaldehido o
4cido eritérbico o una sal del mismo (de preferencia sin
aplicar ninguno de los parabenos).

Todavia otra modalidad es wuna formulacién
conservadora que comprende una mezcla sinérgica
antimicrobiana gue comprende cinamaldehido y al menos un
conservador para cuidado personal convencional, tal como
por ejemplo, isotiazolinonas, benzisotiazolinonas y/o
donadores de formaldehido, tales como por ejemplo,
dialquilhidantoinas alcanol sustituidas. De preferencia,
la dialquilhidantoina alcanol sustituida es un compuesto

de la férmula:
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Rep—°

R1,NB,N.R2
(V)

en donde R; y R; cada uno son independientemente
hidrégeno o (CH;)OH, con la condicién de que tanto R; como
Rz no puedan ser hidrdgeno, y R3 y Ry cada uno son
independientemente metilo, etilo, propilo o arilo. Las
dialguilhidantoinas alcanocl sustituidas preferidas
incluyen de manera enunciativa: 1,3-dimetilol-5, 5-
dimetilhidantoina (DMDMH, por sus siglas en inglés} vy
moncometilol dimetilhidantoina (MMDMH, por sus siglas en
inglés). De preferencia, la formulacidén conservadora
comprende una cantidad eficaz conservadora de la mezcla
sinérgica. De acuerdo con una modalidad, la formulacién
conservadora comprende una <cantidad bactericida y/o
fungicidamente eficaz de 1la mezcla sinérgica. La
formulacién conservadora puede contener menos de una
cantidad eficaz aromitica de cinamaldehido. De
preferencia, la formulacién conservadora esta
practicamente libre o completamente libre de parabenos.
La formulacién conservadora se puede incorporar en un
producto, tal como por ejemplo, aquellos analizados en

eata solicitud.

&
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Todavia otra modalidad es un método para
exterminar y/o inhibir el crecimiento de microorganismos
en un producto (tal como por ejemplo, un producto distinto
a un comestible, producto farmacéutico o cosmético) que
comprende aplicar una cantidad eficaz de la formulacién
conservadora mencionada anteriormente al producto. De
acuerdo con una modalidad, el producto estd préActicamente
libre o completamente libre de parabenos.

Todavia otra modalidad de- la presente invencidn
es un método para exterminar y/o inhibir el crecimiento de
microorganismos en un substrato al aplicar una cantidad
eficaz antimicrobiana o conservadora de la formulacién
conservadora de la presente invenéién.

Todavia otra modalidad es un método para
exterminar y/o inhibir el crecimiento de hongos en un
substrato que comprende aplicar una cantidad eficaz de la
formulacién conservadora mencionade anteriormente al
producto. De acuerdo con una modalidad, el producto esta
pridcticamente libre o completamente de parabenos.

Las formulaciones y productos de la presente

invencién de preferencia tienen un pH menor a 10, 9, 8.5 4 8.

BREVE DESCRIPNCION DE LOS DIRUJOS
La Figura 1 es una grdfica de barras de la

estabilidad de (a) un champi sin conservador, (b) un
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champli que contiene 0.5% (p/p) de aceite de limoncillo,
(c) un champd que contiene 1.2% (p/p) de sorbato de
potasio, y (d) un champi que contiene 0.5% (p/p) de aceite
de limoncillo y 0.3% (p/p) de sorbato de potasio después
de 21 dias (con base en un conteo bacteriano).

La Figura 2 es una gradfica de barras de 1la
estabilidad de (a) un champi sin conservador, (b) un
champli que contiene 0.05% (p/p) de cinamaldehido, (c) un
champd que contiene 1.2% (p/p) de sorbato de potasio, (d}
un champti que contiene 0.05% de cinamaldehido y 0.5% de
sorbato de potasio, y (e} un champi que contiene 0.1%
(p/p) de cinamaldehido y 0.5% (p/p) de sorbato de potasio
después de 21 dias (con base en un conteo bacteriana).

La Figura 3 muestra una gr&fica de barra de la
estabilidad de (a) un champi sin conservador, (b) un
champd que contiene 0.05% (p/p) de cinamaldehido, (¢) un
champti que contiene 1.0% (p/p) de aceite de achillea, y
{d) un champd que contiene 0.05% (p/p) de cinamaldehido y
0.75% (p/p) de aceite de achillea después de 21 dias (con
base en un conteo bacteriano).

La Figura 4 es una grafica de barras de la
estabilidad de (a) un champdi sin conservador, (b) un
champi que contiene 0.1% (p/p) de cinamaldehido, (c) un
champd que contiene 1.0% (p/p) de Hexahop Gold"™, y (d) un

champi que contiene 0.1% (p/p) de cinamaldehido y 0.4%

SN
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(p/p) de Hexahop Gold™ después de 7 dias (con base en la
conteo fungal).

La Fiqura 5 es una gridfica de barras de la
estabilidad de (a) un champd sin conservador, (b) un
champu que contiene 1.0% (p/p) de Larex™
(arabinogalactano), (¢} un champi que contiene 0.6% (p/p}
de sorbato de potasio, y (d) un champdi que contiene 0.5%
(p/p) de Larex™ y 0.5% (p/p) de sorbato de potasic después
de 14 dias (con base en un conteo fungal).

La Figura 6 es una gr&fica de barras de 1la
estabilidad de (a) un champi sin conservador, (b} un
champi que contiene 0.25% (p/p) de aceite de limoncillo,
(c) un champi que contiene 0.6% (p/p) de sorbato de
potasio, y (d) un champi que contiene 0.1% (p/p) de aceite
de limoncillo y 0.5%(p/p) de sorbato de potasio deapués de
7 dias (con base en un conteo fungal).

La Fiqura 7 es una grafica de barras de 1la
estabilidad de (a) un champi sin conservador, (b) un
champii que contiene (p/p) de Hexahop Gold™, (c) un champd
que contiene 0.6% (p/p) de sorbato de potasio, (d) un
champi que contiene 0.1% (p/p) de cinamaldehido, y (e) un
champii que contiene 0.3% (p/p) de Hexahop Gold™®, 0.1%

(p/p) de cinamaldehido, y 0.6% (p/p) de sorbato de potasio

después de 7 dias.

T X
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVERCION

Definiciones

El término “microorganismos” incluye de manera
enunciativa bacterias, hongos, levaduras, algas, insectos,
Yy plagas.

El término “aproximadamente” o “de
aproximadamente” significa que estd dentro de una
variacién de error aceptable para el valor particular
segin se determina por alguien con experiencia ‘en 1la
técnica, que dependerd en parte de la forma en que el
valor se mida o determine, es decir, las limitaciones del
sistema de medicién. Por ejemplo, “aproximadamente” puede
significar dentro de 1 o miAs de 1 desviaciones esténdar,
por la prictica en la técnica. Alternativamente,
“*aproximadamente” puede significar una varlacién de hasta
20%, de preferencia hasta 10%, mAs mayor preferencia hasta
5%, y con la mixima preferencia incluso hasta 1% de un
valor determinado. Alternativamente, en particular con
respecto a »sistemas o procesos biolégicos, el término
puede significar que estd dentro de un orden de magnitud,
de preferencia dentro de 5 veces, y de mayor preferencia
dentro de 2 veces, de un valor. Cuando se describen
valores particulares en la solicitud y reivindicaciones, a
menos gque se establezca de otra manera, el término

“aproximadamente” significa que estd dentro de wuna
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variacién de error aceptable para el valor particular que
se deba asumir.

El término “producto para el cuidado personal”
se refiere a productos destinados a la aplicacién al
cuerpo humano, tales como por ejempleo, a la piel, cabello,
y ufias, incluyendo de manera enunciativa, champis,
acondicionadores, cremas, lociones (tales como por ejemplo
lociones corporales), cosméticos y jabones.

El término “cantidad eficaz aromiatica” se
refiere a una cantidad suficiente de un agente incorporado
en un producto para proporcionar al producto un olor.

El término “potenciar” se refiere a la capacidad
de un compuesto o composiclién para intensificar o aumentar
el efecto de un compuesto o composicién antimicrobiana.
De preferencia, la eficacia de la mezcla combinada es
mayor que el efecto aditivo de los ingredientes.

Las sales adecuadas de &cido sérbico, 4&cido
eritérbico Y 4cido Dbenzoico incluyen de manera
enunciativa, sales de metal alcalino o metal
alcalinotérreo, tales como por ejemplo, potasio y sodio.

Componentes para las mezclas

El cinamaldehido proveniente de cualquier fuente
se puede utilizar en la presente invencién. Por ejemplo,

el cinamaldehido se puede derivar de extractos de corteza
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de canela (tales como por ejemplo, de corteza y hoja),
aceite de hoja de casia, casia de canela, aceites de
canela, cinnamal, alcohol de cinamilico y mezclas de los
mismos.

Una sal preferida de &cido sérbico es sorbato de
potasio.

Una sal preferida de 4&cido eritérbico es
eritorbato de sodio.

Una sal preferida de Acido benzecico es benzoato
de sodio.

El arabinogalactano y galactoarabinano se pueden
derivar arboles 1Larex. El arabinogalactano esté
disponible como Larex UF™ de Larex Inc. de White Bear
Lake, MN.

Los hexahidro-iso-alfa-acidos y tetrahidro-iso-
alfa-dcidos preferidos son aquellos obtenidos de extractos
de lupulo, tales como por ejemplo, Hexahop Gold™ (también
denominado como Hexahop en la presente) disponible de John
1. Haas, Inc. de Washington, D. C.

Un aceite de Achillea fragrantissima preferido
es aceite de Achillea.

De acuerdo con una modalidad especifica, 1la
composicién antimicrobiana contiene al menos 0.1% de &Acido
sérbico, o una sal del mismo, tal como por ejemplo,

sorbato de potasio.
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Ejemplos de mezclas preferidas

(i) Cinamaldehido y &cido sérbico, dcido eritérbice y

una sal de lcos mismos

Una mezcla preferida es cinamaldehido y é&cido
86rbico o una sal del mismo, tal como por ejemplo, sorbato
de potasio. Otra mezcla preferida es cinamaldehido y
dcido eritérbico o una sal del mismo, tal como por
ejemplo, eritorbato de sodio. la proporcién en peso de
cinamaldehido a (i) A&cido sérbico o una sal del mismo o
(ii) &cido eritérbico o una sal del mismo de preferencia
estd entre aproximadamente 10:1 hasta 0.1:1 y de mayor
preferencia entre aproximadamente 5:1 hasta 0.2:1.

Los concentrados de la mezcla de preferencia
incluyen entre aproximadamente 2 hasta 40% en peso de
cinamaldehido y entre aproximadamente 10 hasta 60% en peso
de Acido sérbico, &cido eritérbico, o una sal del mismo,
en agua, con 0o sin un co-solvente de hidréxile (tal como
por ejemplo, glicerina o etanol, que aumenta la
solubilidad y estabilidad del cinamaldehido en 1las
combinaciones).

De preferencia, el pH de 1la formulacidn
incluyendo una mezcla de (1) cinamaldehido y {ii) &cido
sérbico, eritédrbico o una sal de los mismos es menor a

10,9, 8.5 G 8. A un pH menor a 9, estas formulaciones

R
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exhiben una estabilidad mejorada de color. De acuerdo con
una modalidad preferida, el pH de una formulacién gque
contiene una mezcla de cinamaldehido y 4&cido sérbico,
4cido eritérbico, o una sal de los mismos se disminuye con
dcide clorhidrico. De preferencia, una cantidad
suficiente de 4&cido clorhidrico se incluye en la
formulacién para disminuir su pH a menos de 9, 8.5 4 8.
Una formulacién conservadora preferida incluye
entre aproximadamente 5 hasta 20% (p/p) de cinamaldehido,
entre aproximadamente 20 hasta 50% de sorbato de potasio,
etanol y agua. Una formulacién conservadora mi&s preferida
incluye aproximadamente 15% de cinamaldehido,
aproximadamente 40% de sorbato de potasio, 10% de etanol y

35% de agua.

{ii) Combinaciones de Aacido eritérbico y una sal del

mismo, &cido citrico o una sal del mismo, glucono

delta lactona, A4cido benzoico © una sal del

mismo, Acido sérbico, EDTA, © una sal del mismo

Otra mezcla preferida es (a) &acido eritdrbico o
una sal del mismo (por ejemplo, eritorbato de sodio) y (b)
uno o miAs de (i) Acido citrico o una sal del mismo, (ii)
glucono delta lactona, (iii) &cido benzoico o una sal del
mismo (por ejemplo, benzoato de sodio), (iv) Aacide sérbico

o una sal del mismo, o (v) Acido etilendiamintetracético
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(EDTA, por sus sliglas en inglés) o una sal del mismo.

Otra mezcla preferida es (a) &cido benzoice o
una sal del mismo {por ejemplo, benzoato de sodio} y (b)
uno o mAs de (i) Acido citrico o una sal del mismo, (ii)
glucono delta lactona, (iii) Acido sérbico o una sal del
mismo, o (iv) Acido etilendiamintetracético (EDTA) o una
sal del mismo.

El &cido eritérbico y las sales del mismo
tipicamente no tienen color estable en las formulaciones,
tales como por ejemplo, champis. De manera sorprendente,
se ha encontrado que estas mezclas tienen color estable.
También se ha encontrado sorprendentemente que el A&cido
eritérbico y las sales del mismo y glucono delta lactona
potencian la eficacia biocida del Acido citrico, A&cido
benzoico, EDTA, y las sales de los mismos.

Las mezclas preferidas incluyen de manera
enunciativa: aquellas de la siguiente tabla. También se
propercionan en la tabla las proporciones en peso

preferidas y mda preferidas.
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Mezcla| Componente (a) |Componente (b) |Proporcién|Proporcién
No. en peso en peso
preferida mas
preferida
1 |Acido benzoico |Acido entre entre
o una sal del |eritérbico o aproxima- |aproxima-
mismo una sal del damente damente
mismo 0.1:1 0.2:1
hasta 20:1|hasta 5:1
2 Acido sérbico |Acido entre entre
o una sal del |eritérbico o aproxima- |aproxima-
miaﬁo una sal del damente damente
mismo 0.1:1 0.2:1
hasta 20:1|haata 5:1
3 Acido benzoico [Glucona delta |entre entre
0 una sal del |[lactona aproxima- |aproxima-
mismo damente damente
0.1:1 0.2:1
hasta 20:1|hasta 5:1
| Glucona delta |Acido entre entre
lactona eritérbico o aproxima- |aproxima-
una sal del damente damente
mismo 0.1:1 0.2:1
hasta 20:1|hasta 5:1
5 Glucona delta |[Acido benzoico |entre entre
lactona o una sal del |aproxima- |aproxima-
mismo damente damente
0.1:1 0.2:1
hasta 20:1|hasta 5:1
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Las mezclas mas preferidas incluyen de manera

enunciativa aquellas mostradas en la siguiente tabla.

Mezcla | Componente | Componente | Proporcién en | Proporcién en
No. (a) (b) peso peso m&s
preferida preferida
1 Benzoato Eritorbato |entre aproximada-
de sodio de sodio aproximada- mente 3:1
mente 1:1
hasta 5:1
2 Sorbato de|Eritorbato |entre aproximada-
potasio de scodio aproximada- mente 3:1
mente 1:1
hasta 5:1
3 Benzoato Glucona entre aproximada-~
de sodio delta aproximada- mente 3:;1
lactona mente 1:1
hasta 5:1
4 Glucona Eritorbato |entre aproximada-
delta de sodio aproximada- mente 3:1
lactona mente 1:1
hasta 5:1
5 Glucona Benzoato entre aproximada-
delta de sodio aproximada- mente 3:1
lactona mente 1:1
hasta 5:1
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Composiciones antimicrobianas

Las composiciones antimicrobianas de la presente
invencién son 1tiles como agentes antimicrobianos,
fungicidas y bactericida {tales como por ejemplo, contra
alergenos, hongos arboricolas y vegetales y bacterias
vegetales y arboricolas) y como conservadores en las
industrias papeleras, textiles, agricolas Y de
recubrimiento y en productos para el cuidado personal,
domésticos, industriales e institucionales. La
composicidén antimicrobiana se puede incorporar en
substratos susceptibles a crecimiento microbiano para
conservarlos. Por ejemplo, el sistema conservador se
puede incorporar o ser un producto para el cuidado
personal, tal como por ejemplo, un champl, acondicionador,
crema, locién (tal como por ejemplo, 1locién corporal),
coamético, o jabén; un producto doméstico, tal como por
ejemplo, un suavizante para telas, detergente para
lavanderia o limpiador de superficies duras; o un producto
industrial, tal como por ejemplo, pintura, recubrimientos,
madera, textiles, adhesivos, sellantes, cuero, soga,
papel, pulpa, cartén, placa de yeso, tejas para techos,
pléastico, combustible, petrbleo, aceite, fluido para
trabajar caucho, fluido para trabajar metales, almidones
(tales como por ejemplo, almidén para alimento de

mascotas), o suspensién mineral, tal como por ejemplo, una
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suspensién de arcilla, carbonato de calcio, u éxido de
titanio (TiQ2).

En general, el producto contiene una cantidad
eficaz antimicrobiana, conservadora, bactericida y/o
fungicida de la composicién antimicrobiana. De acuerdo
con una modalidad, el producto contiene entre
aproximadamente 0.0l hasta 2.0% en pesc de cada componente
de la composicién antimicrobiana, con base en el 100% del
peso total del producto.

De acuerde con otra modalidad, el producto
incluye entre aproximadamente 0.1 hasta 1 6 2% en peso de
la composicién antimicrcbiana, con base en el 100% en peso

del producto total.

Sistemas conservadores de cinamaldehido

El cinamaldehido y mezclas de (i) cinamaldehido
y (ii) al menos uno de una alcanodialquilhidantoina,
isotiazolona y  benzisotiazolinona (en lo sucesivo
denominada como “el sistema conservador”) son utiles como
agentes antimicrobianos, fungicidas y bactericidas (tal
como por ejemplo, contra alergenos, hongos arboricolas y
bacterias arboricolas) y como conservadores en las
industrias papelera, textil, agricola y de recubrimiento y
en productos para el cuidado personal, domésticos,

industriales e institucionales. El sistema conservador se
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puede incorporar en substratos susceptibles a crecimiento
microbiano para conservarlos. Por ejemplo, el aistema
conservador se puede incorporar o ser un producto para el
cuidade personal, tal como por ejemplo, un champi,
acondicionador, crema, a locién (tal como por ejemplo,
locién corporal), cosmético, o jabén; un producto
doméstico, tal como por ejemplo, un suavizante de telas,
detergente para lavanderia, o limpiador de superficies
duras; o un producto industrial, tal como por ejemplo,
pintura, recubrimientos, madera, textil, adhesivo,
sellante, cuero, soga, papel, pulpa, cartén, yeso, tejas
para techo, pléastico, combustible, petréleo, aceite,
fluido para trabajar caucho, fluido para trabajar metales,
almidones (tales como por ejemplo, almidén para alimento
de mascotas), o suspensién mineral, tal como por ejemplo,
una suspensién de arcilla, carbonato de calcioc u oxido de
titanio (TiQ;).

En general, la composicién antimicrobiana y el
sistema conservador de la presente invencidén actia
rapidamente (por ejemplo, reduce el conteo de
microorganismos (por ejemplo, bacterias y/u hongos) en 95,
99, 99.9 6 99.9%% tipicamente en una hora) y mantiene la
eficacia (por ejemplo, mantiene menos de 10 ufc/g) durante
periodos prolongados de tiempeo (por ejemplo, durante al

menos 7, 10, 14, & 28 dias).
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El término “cantidad eficaz conservadora” se
refiere a una cantidad del sistema conservador que
mantiene el conteo de microorganismos por debajo de 1000,
100 6 10 ufc/g durante al menos 1, 4, 7, 10, 14 6 28 dias.

La composicién antimicrobiana y el sistema
conservador pueden incluir un solvente, tal como por
ejemplo, agua y Ssolventes miscible en agua, incluyendo de
manera enunciativa: alcoholes (por ejemplo, metanol,
etanol, propanol, iso-propancl, y butancl), glicoles (por
ejemplo, glicerina, diglicerina, butilenglicol,
butoxidiglicol, propilenglicol y dipropilenglicol),
ésteres, éteres, poliéteres y cualquier combinacién de
cualquiera de los anteriores. Por ejemplo, el solvente
puede comprender agua y unc o mAs de glicol y/0o uno o mas
alcoholes, tales como por ejemplo, glicerina,
fenoxietanol, alcohol bencilico o etanol. Un sistema de
solvente especifico comprende agua y un glicol, tal como
por ejemplo, glicerina. Un segundo sistema de solvente
especifico comprende aqua y un alcohol, tal como por
ejemplo, el etanol.

Se pueden incluir otros adyuvantes en 1la
composicién antimicrobiana y el sistema conservador
conocidos por alguien con experiencia en la técnica. Los
adyuvantes adecuvados incluyen de manera enunciativa:

conservadores; agentes solubilizantes; agentes quelantes,
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tales como por ejemplc A4Acido etilendiamintetracético
(EDTA) y sales del miamo y zeolitas; surfactantes, tales
como por ejemplo, surfactantes catidénicos, anidnicos, no
idbnices y anfotéricos; antioxidante tales como por
ejemplo, hidroxianisel (BHA} y butilhidroxitolueno (BHT)
butilados; éxidos de amina; aminas terciarias; compuesio
de zinc; hidrétropos; compuestos de fluorurc; sales de
magnesio; sales de calcio; acidos carboxilicos; fosfatos;
fosfonatos; donadores de formaldehido; glicereth-7;
miristil miristato; glutaraldehidos; biguanidas; productos
naturales, tales como por ejemplo, geranoilo, Acido Gsnico
y aceites de &rbol de té; y cualquier combinacién de
cualquiera de los anteriores. Los conservadores adecuados
incluyen de manera enunciativa; cloruros de amonio
cuaternario; carbonatos de amonio cuaternario; cloruro de
benzalconio; yodo que contiene los compuestos, tales como
por ejemplo, butilcarbamato de 3-iodo-2-propinilo (IPBC,
por sus siglas en inglés); hidantoinas, tales como por
ejemplo, dimetilhidanteina e hidantoinas halogenadas;
isotiazolinonas; parabenocs, tales como por ejemplo,
metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno; acido
deshidroacético y sales del mismo; isocilo; cloroxilenol;
clorhexidina; fenoxietanol; alcohol bencilico; alcohol
fenetilico; &cido benzoico y sales del mismo tales como

por ejemplo, benzoato de sodio; clorobutanol; Acido
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sérbico y sales del mismo; triclosan; triclocarbano; y
cualquier combinacién de cualquiera de los anteriores.

La composicién antimicrobiana y el sistema
conservador se pueden incorporar en un sistema con base
acuosa u oleosa o una emulsién. Un solvente adecuado para
un sistema con base olecsa es fenoxietanol y/o alcohol
bencilico.

La composicién antimicrobiana puede ser un
liquido o un sélido.

Cuando la mezcla sinérgica contiene vdnicamente
dos ingredientes provenientes de la 1lista anterior, 1la
proporcién en peso del primer componente al segundo
componente tipicamente varia entre aproximadamente
0.01:100 hasta 100:0.01, y de mayor preferencia varia
entre aproximadamente 0.1:20 hasta 20:0.1, y ain de mayor
preferencia varia entre aproximadamente 1:10 hasta 10:1.
Cuando la mezcla sinérgica contiene tres componentes, el
tercer componente puede estar en cualquier cantidad,
aunque tipicamente la proporcién en peso del tercer
componente a cualquiera de los dos primeros componentes
estd entre aproximadamente 0.01:100 hasta 100:0.01.

Para preparar una formulacién que contenga el
producto de la presente invencién, en general se prepara
primero un concentrado de la composicién antimicrobiana y

el sistema conservador. El concentrado puede incluir

LeAN
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entre aproximadamente 0.01 hasta 100% en peso de la
composicién antimicrobiana y el sistema conservador y de
preferencia contiene entre aproximadamente 5  hasta
aproximadamente 80% en peso de la composicién
antimicrobiana, con base en el 100% del peso total del
concentrado. Para una composicién antimicrobiana de dos
componente, el concentrade contiene ampliamente entre
aproximadamente 0.01 hasta 99.99% en peso del primer
componente Y entre aproximadamente 99.99% hasta
aproximadamente 0. 01% en peso del segundo componente (con
base en el 100% del peso total del concentrado). Cuando
el sistema de <conservadores es cinamaldehido, el
concentrado puede incluir entre aproximadamente 0.0l hasta
100% de cinamaldehido en peso y de preferencia contiene
entre aproximadamente 5 hasta 80% de cinamaldehido en
peso, con base en el 100% del pesoc total del concentrado.
La tabla A ilustra los componentes y las variaciones de
componentes presentes en un concentrado tipico para las
mezclas de dialquilhidantoina sustituida con
cinamaldehido/alcanol (con base en el 100% del peso total

del concentrado).

SAN
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Tabla A
Variaciones Cinamaldehido Dialquilindantoina,
isotiazolidona,

bencisotiazolinona
sustituida con alcanol
Amplias entre aproximadamente | entre aproximadamente

0.01 hasta 99.99% 99.99 hasta 0.01%
Preferidas | entre aproximadamente | entre aproximadamente

5 hasta 95% 95 hasta 5%

Antes de utilizarse, el concentrado se diluye,
de preferencia con el mismo solvente segun se utilizé en
el concentrado, y/o se incorpora en un producto. El uso
de diluciones de la composicién tipicamente comprende una
cantidad eficaz antimicrobiana, conservadora, fungicida o
bactericida de la composicién antimicrobiana o el sistema
conservador.

En general, 1las diluciones de uso contienen
entre aproximadamente 0.0001% 6 0.01% hasta 2% en peso del
concentrado. De acuerdo con una modalidad preferida, las
diluciones de uso contienen entre aproximadamente 0.1
hasta 1% en peso del concentrado. En modalidades mas
preferidas, la dilucién de uso contiene 0.2, 0.25 & 0.30%
en peso del concentrado. La dilucién de usc en general
contiene entre aproximadamente 0.01 hasta 2.0% en peso de
cada ingrediente antimicrobiano, con base en el 100% del

peso total de la dilucién de uso. De acuerdo con una

S
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modalidad preferida, la composicién antimicrobiana
contiene entre aproximadamente 0.001 hasta 10%, de
preferencia entre 0.01 hasta 1%, y de mayor preferencia
entre aproximadamente 0.05 hasta 0.5% en peso de cada
ingrediente antimicrobiane (por ejemplo, cinamaldehido).
Cuandc el sistema conservador es cinamaldehido, la
dilucién de uso puede contener entre aproximadamente
0.001, 0.005, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07,
0.08, 0.09 6 0.1% y a aproximadamente 1, 0.5, 0.4, 0.3,
0.25, 0.2, 0.15, 0.1, 0.09, 0O0.08, 0.07, 0.06, 0.05, 0D.04,
0.03, 0.02 6 0.01% en peso con base en el 100% del peso
total de la dilucibén de uso. La tabla B ilustra los
componentes y en general las variaciones de componentes
presentes en la dilucién de uso {(con base en el 100% del

peso total de la dilucién de uso).

Tabla B
Variaciones Cinamaldehido Dialquilindantoina,
isotiazolidona,
bencisotiazolinona
sustituida con alcanol
Amplias entre aproximadamente | entre aproximadamente
0.001 hasta 10% 0.001 hasta 10%
Preferidas | entre aproximadamente | entre aproximadamente
0.01 hasta 1% 0.01 hasta 1%
Mas entre aproximadamente | entre aproximadamente
preferidas 0.05 hasta 0.5% 0.05 hasta 0.5%

TR
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De acuerdo c¢on otra modalidad, el sistema
conservador mencionado antericormente se incorpora en un
producto a una concentracién entre aproximadamente 0.1
hasta 1 6 2% en peso, con base en el 100% del peso total
del producto.

Otra modalidad de la presente invencién es un
método para inhibir el crecimiento de microorganismos,
bacterias (por ejemple, S aureus (ATCC # 6538), P.
aeruginosa (ATCC # 9027), y E. coli (ATCC # 8739)), y/u
hongos (incluyendo hongos vegetales y arboricolas) (por
ejemplo, Candida albicans, Aspergillus niger Y
Phytophthora ramrum) en un substrato al aplicar una
cantidad eficaz antimicrobiana, conservadora, bactericida
o fungicida de la composicién antimicrobiana o sistema
conservador de la presente invencién al substrato. La
composicién antimicrobiana o sistema conservador se puede
aplicar al substrato mediante cualquier método conocido en
la técnica incluyendo de manera enunciativa: mediante
cepillado, inmersién, remojo, impregnacién al vacio y
tratamiento a presidn. Una modalidad especifica es un
método para inhibir el crecimiento del hongo arboricola
Phytophthora ramrum al aplicar una cantidad eficaz
fungicida de 1la composicién antimicrobiana o sistema
congservador de la presente invencién al hongo arboricola o

substrato (tal como por ejemplo, un Aarbol) sobre el cual

X
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crece el hongo arboricola. Phytophthora ramrum provoca la
muerte sibita en robles.

La composicién antimicrobliana de la presente
invencién se puede preparar al mezclar los componentes
antimicroblanos, y opcionalmente, solventes y adyuvantes.

La mezcla se puede calentar y/o agitar para

acelerar el mezclado.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos ilustran la invencién
sin limitacién. Todas las porciones y porcentajes se

proporcionan en peso a menos gque 8Se indique de otra

manera.
Ejemplo 1
Cada muestra de champti aniénico de las Figuras
1-3 se probd como sigue. Se prepardé una solucién

bacteriana mezclada estandarizada de acuerdo con el
siguiente procedimiento. 3 cultivos bacterianos en agar
de S. aureus (ATCC £#6538), P. aeruginosa ({(ATCC # 9027) y
E. coli (ATCC # 8739) se incubaron por separado a
aproximadamente 35°C durante aproximadamente 24 horas.
Cada cultivo luego se lavdé con 3 ml de soluciédn salina
estéril al 0.85%. Los lavados de los 3 cultivos se

reunieron para formar una mezcla de organismos. La
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absorbancia de la mezcla de organismos a 530 nm se ajustéd
a aproximadamente 1.00 al agregar solucidén salina. El
espectrémetro se calibré con solucidén salina pura. Una
alicuota de 5 ml de la mezcla de organismos se mezcld para
producir la solucitn bacteriana mezclada estandarizada.
Luego, se inocularon 40 g de cada muestra de champi con
0.2 ml de la solucidén bacteriana mezclada estandarizada y
se mezclaron. Se agregd 1 g de la mezcla a un tubo para
prueba con tapa roscada estéril de 20 x 150 mm.

Se agregaron 9 ml del caldo neutralizador D/E
estéril al tubo para prueba y se mezcld para formar una
dilucién 107!, Se prepararon diluciones en serie hasta una
dilucién 10% con agua amortiguada con fosfato. Las
diluciones en serie se colocaron en placas en soya agar
triptica y se incubaron durante 2 dias a aproximadamente
35°C. Los conteos bacterianos se realizaron después de 21
dias.

La composicién de champi con proteina aniénica
comprendi6 35% en peso de lauriléter sulfato de sodio; 25%
en peso de laurilsulfato de trietanclamina; 3% en peso de
dietanclamida de coco (cocamida DEA); 1% en peso de
coldgeno hidrolizado disponible como Polypro 5000 de
Hormel Foods de Austin, MN; y 36% en pesoc de agua
desionizada.

Las muestras que contienen la composicidn
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antimicrobiana se prepararon al mezclar las cantidades
adecuadas de los ingredientes antimicrobianos y 1la
composicién de champd con proteina aniénica mencionada
anteriormente y calentando la mezcla hasta aproximadamente
50°C durante aproximadamente 15 minutos.

Los resultados se muestran en las Figuras 1-3.

Ejemplo 2

Cada muestra de champid anidénico de las Figuras
4-7 se probé como sigue. Se preparé una solucién
bacteriana mezclada estidndar de acuerdo con el sigquiente
procedimiento. 2 superficies en agar de Candida albicans
y 4 superficies en agar de Aspergillus niger se incubaron
por separado a aproximadamente 25°C durante
aproximadamente 48 horas y 7 dias, respectivamente. Cada
superficie se lavd con 3 ml de solucidén salina estéril al
0.85%, se recolectdé y se macerd6 en una trituradora de
tejido. Se agregaron cantidades suficientes de solucién
salina al 0.85% a cada superficie para obtener un conteo
visual bajo un microscopio con un hemocitémetro Neubauer
de cada in6culo de C. albicans y A. niger. Volimenes
iguales de cada inéculo estandarizado de C. albicans y A.
niger se mezclaron para formar la solucién fungal mezclada

estandarizada.

40 g de cada muestra de champi se inoculd con



10

15

20

25

0.4 ml de la solucién fungal mezclada estandarizada y se
mezclé. Se agregé 1 g de la mezcla a un tubo para prueba
con tapa roscada estéril de 20 x 150 mm,

Se agregaron 9 ml del caldo neutralizador D/E
estéril al tubo para prueba y se mezclaron para formar una
dilucién 107, Se prepararon diluciones en serie hasta una
dilucién 10°® con agua amortiguada con fosfato. Las
diluciones en serie 8se colocaron en dextrosa agar
Sabourand y se incubaron 5 dias a aproximadamente 25°C.
Los conteos fungales se realizaron después de 0, 7 y/o 14
dias.

La composicidén de champi con proteina anidénica
se describe en el Ejemplo 1. Las muestras de champi se
prepararon al mezclar las cantidades adecuadas de 1los
ingredientes antimicrobianos y la compoaicién de champi
con proteina ani6énica y —calentando 1la mezcla a
aproximadamente 50°C durante aproximadamente 15 minutos.

Los resultados se muestran en las Figuras 4-7.

Ejemplo 3

El procedimiento descrito en el Ejemplo 1 se
repitié con las formulaciones conservadoras mostradas en
la Tabla 1 mé&s adelante. El1 pH del champi se ajusté a

6.5. Los resultados también se muestran en la Tabla 1.

R
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Tabla 1

Formulacién conservadora Dia 0 Dia 7 | Dia 14 | Dia 28

ufc/g. | ufc/g. | ufc/g. | ufc/g.

0.3% p/p de una mezcla que | 1-3 x <10 <10 <10
contiene sorbato de potasio| 10€f
al 75% y eritorbato de
sodio al 25%

0.3% p/p de una mezcla que | 1-3 x <10 <10 <10
contiene benzoato de sodio 108
al 75% y eritorbato de
scdio al 25%

0.45% p/p de eritorbato de | 1-3 x >3 x >3 x >3 x

sodio 10° 108 108 10°

0.45% p/p de benzoato de 1-3 x |1 x 10%|7 x 10%| <10

sodio 10¢

0.45% p/p de sorbato de 1-3 x |1 x 10°|6 x 10*| N.D.

potasio 10¢

Champi sin conservador 1-3 x >3 x >3 x >3 x
108 10° 10° 10°

A partir de la Tabla 1, el sinergismo para (1)
de una dilucién al 0.3% de sorbato de potasio (75%) vy
eritorbato de sodio (25%) y (2) una soclucién al 0.3% de
benzoato de sodio (75%) y eritorbatec de sodio (25%) contra
las bacterias mezcladas en el champi se calculé mediante
el métode descrito en C. E. Kull et al., "“Mixtures of

Quaternary Ammonium Compounds and Long-chain Fatty Acids
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as Antifungal Agents”, Applied Microbiology, 9: 538-541
{1961} . Se determiné el wvalor de sinergismo (Qa/Q. +
Qa/) - Qs es la concentracién de sorbato de potasio o
benzoato de sodio {en porcentaje en pesc) en la mezcla, lo
cual proporciondé un retardo al 100% de las bacterias, es
decir, resultado en el conteo de placas de <10 ufc/g
después de 7 dias. Q. es la concentracién de sorbato de
potasio o benzoato de sodio solo (en por ciento en peso}
requerido para proporcionar un 100% de retardo de las
bacterias. O es la concentracién de eritorbato de sodio
(en por ciento en peso) en la mezcla, lo cual proporcioné
un 100% de retardo de las Dbacterias. h es 1la
concentracién de eritorbato de sodio solo (en por ciento
en peso) requerida para proporcionar un 100% de retardo de
las bacterias.

Cuando el valor de (Qa/Qa + Qs/Qn) es menor a
uno, la mezcla es sinérgica. Los valores para (Qa/Q, +
Qa/Q») de 1 y mayores representan un efecto aditivo y un
efecto antagonista, respectivamente. Loas resultados se

muestran en la siguiente Tabla 2.
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Tabla 2

Mezcla conservadora Qa (09 Qa (0 Q/Qa +

Sorbato de potasio al| 0.225% | 0.075% | 0.45% | 0.45% | 0.67
75% y eritorbato de (<1)
sodio al 25%

Qn/Qn

Benzoato de sodio al 0.225% | 0.075% | 0.45% | 0.45% 0.67

75% y eritorbato de

sodio al 25%

Ejemplo 4

Cada muestra de champii aniénico de la Tabla 3
mis adelante se probdé como sigue. Se preparé una solucidén
bacteriana mezclada estandarizada de acuerdo con el
siguiente procedimiento. 3 cultivos en agar de S. aureus
(ATCC #6538), P. aeruginosa (ATCC 4 9027), y E. coli (ATCC
$#8739) se incubaron por separado a aproximadamente 35°C
durante aproximadamente 24 horas. Cada cultivo luego se
lavé con 3 ml de solucién salina estéril al 0.85%. Los
lavados de los 3 cultivos se recolectaron para formar una
mezcla de organismos. La absorbancia de la mezcla de
organismos a 530 nm se ajustd a aproximadamente 1.00 al
agregar solucién salina. El espectrémetro se calibré con
una solucién salina blanca. Una alicuota de 5 ml de la

mezcla de organismos se mezclé para producir la solucién
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bacteriana mezclada estandarizada. Luego, 40 g de cada
muestra de champd se inocularon con 0.2 ml de la solucién
bacteriana mezclada estandarizada y se mezclaron. Se
agregd 1 g de la mezcla a un tubo para prueba con tapa
roscada estéril de 20 x 150 mm.

9 mL de caldo neutralizador D/E estéril se
agregd al tubo de prueba y se mezclé para formar una
dilucién 10™'. Se prepararon diluciones en serie hasta una
dilucién 10° con agua amortiquada con fosfato. Las
diluciones en serie se colocaron en placas en soya agar
triptica y se incubaron durante 2 dias a aproximadamente
35°C. Los conteos bacterianos se realizaron después de 0,
7 v 14 dias. Los resultados se muestran en Tabla 1.

La composicién de champli con proteina aniénica
comprendié 35% en peso de laurilétersulfato de sodio; 25%
en peso de laurilsulfato de trietanolamina; 3% en peso de
dietanolamida de coco (cocamida DEA); 1% en peso de
colidgeno hidrolizado, disponible como Polypro 5000"* de
Hormel Foods de Austin, MN; y 36% en peso de agua
desionizada.

El cinamaldehido y otras muestras que contienen
el conservador se prepararon al mezclar las cantidades
adecuadas de los conservadores y la composicién de champi
con proteina anidénica y <calentando la mezcla a

aproximadamente 50°C durante aproximadamente 15 minutos.
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Tabla 3
S. aureus, P. aeruginosa y
Champii E. coli {ufc/q)

Dias 0 Dia 7 Dia 14
Composicién de champii con 3.0 x 107}3.0 x 10"|3.0 x 10’
proteina anidénica sin
conservador
Cinamaldehido al 0.25% 3.0 x 10’ <10 <10
Cinamaldehido al 0.20% 3.0 x 10’ <10 <10
Cinamaldehido al 0.10% 3.0 x 10"{1.0 x 10! <10
Alcohol bencilico al 1.0% 3.0 x 107|5.0 x 10%|5.3 x 10°
LiquaPar Optima* al 1.0% 3.0 x 107]3.0 x 107[2.0 x 10’
Aceite de &rbol de té al 1% [3.0 x 107{3.0 x 107[3.0 x 10’
d-limoneno al 1% 3.0 x 107|3.0 x 1073.0 x 107
Gerniol al 1% 3.0 x 107|3.0 x 107|3.0 x 10’
Nerol al 1% 3.0 x 107|3.0 x 107}3.0 x 10’
Citral al 1% 3.0 x 107|3.0 x 107/3.0 x 10’
Eugenol al 1% 3.0 x 107{3.0 x 107]3.0 x 10’
Hexahop al 1% 3.0 x 107(3.0 x 107|3.0 x 10’

* -~ LiquaPar Optima es fenoxietanol (y)

metilparabeno (e) isopropilparabeno (e) isobutilparabeno

(y) butilparabeno y esta disponible de ISP Labs de Wayne,

NJ.

Todos los porcentajes de la Tabla 3 estan en por

ciento en peso con base en el 100% en peso del champi

total.

0>
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Ejemplo 5

Cada muestra de champi aniénico en la siguiente
Tabla 4 se probd como sigue. Se prepard una solucidn
bacteriana mezclada estidndar de acuerdo con el siguiente
procedimiento. 2 superficies en agar de Candida albicans
y 4 superficies en agar de Aspergillus niger se incubaron
por separado a aproximadamente 25°c durante
aproximadamente 48 horas y 7 dias, respectivamente. Cada
superficie se lavd con 3 ml de solucién salina estéril al
0.85%, sge recolecté y se macerd en una trituradora de
tejidos. Se agregaron cantidades suficientes de solucién
salina al 0.85% a cada superficie para obtener un conteo
visual bajo microscopio con un hemocistémetro Neubauer de
cada in6culo de C. albicans y A. niger. Volumenes iguales
de cada inéculo estandarizado de C. albicans y A. niger se
mezclaron para formar la solucién fungal mezclada
estandarizada.

40 g de cada muestra de champi se inocularon con
0.4 ml de la solucién fungal mezclada estandarizada y se
mezclaron. Se agregd 1 g de la mezcla a un tubo para
prueba con tapa roscada estéril de 20 x 150 mm.

9 ml de caldo neutralizador D/E estéril se
agregaron al tubo de prueba y se mezclaron para formar una

dilucién 107, Se prepararon diluciones en serie hasta una
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dilucién 10° con agua amortiguada con fosfato. Las
diluciones en serie se colocaron sobre dextrosa agar
sabourand y se incubaron 5 dias a aproximadamente 25°C.
Loas conteos fungales se realizaron después de 0 y 14 dias.
Los resultados se muestran en la Tabla 9.

La composicién de champi con proteina aniénica
se describe en el Ejemplo 4. Las muestras de champt se
prepararon al mezclar las cantidades adecuadas de los
conservadores y la composicién de champi con proteina
aniénica y calentando la mezcla a aproximadamente 50°C

durante aproximadamente 15 minutos.

Tabla 4

Conteo de placas fungales

Champu (ufc/qg)

Dia 0O Dia 7 Dia 14

Composicién de champt con |1.0 x 10°}4.5 x 10%|8.5 x 10*

proteina aniénica sin

conservador
Cinamaldehido al 0.20% 1.0 x 10° <10 <10
Cinamaldehido al 0.10% 1.0 x 105/3.0 x 10! <10
Cinamaldehido al 0.05% 1.0 x 105}8.0 x 10° <10

Alcohol bencilico al 1.0% [1.0 x 10%|6.0 x 10%*|6.0 x 101

LiguaPar Optima al 1.0% 1.0 x 10%/4.0 x 10*|3.0 x 10*

DR
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Ejemplo 6

Cada muestra de crema de la Tabla 5 m&s adelante
se probé mediante el procedimiento descrito en el Ejemplo
1. Una crema de monoestearato de glicerilo (GMS, por sus
siglas en inglés) segin se describe en la Tabla 3 se
preparé como Sigue. El gliceril monocestearato de
polioxietileno, monoestearato de glicerilo, alcohol
cetearilico, y propionato de miristilo se mezclaron y se
calentaron a 60°C en un primer recipiente. La glicerina y
agqua desionizada estéril se mezclaron y se calentaron a
60°C en un segundo recipiente. La solucién en el primer
recipiente se vacié en el segundo recipiente. El segundo
recipiente se mantuvo a 60°C durante 10 minutos. La
solucién en el segundo recipiente se dejd enfriar. E1 pH
de la solucién se ajusté a pH 7 con hidréxido de sodio

para proporcionar la crema de GMS.

Tabla 5
Nombre comercial del Nombre quimico Cantidad
ingrediente (% p/p)
Aldosperse® MS-20 Gliceril monoestearato 4.00
(Lonza) de polioxietileno (POE)
Aldo® (Lonza) Monoestearato de 6.00
glicerilo
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Nombre comercial del Nombre quimico Cantidad
ingrediente (% p/p)
TA 1618 (Proctor & Alcohol cetearilico 1.50
Gamble})

Lonzest® 143-5 (Lonza) Propionato de miristilo 8.00
Glycon® G-100 (Lonza) Glicerina 5.00

- Aqua desionizada estéril| 75.50
Total 100

Las muestras de crema mostradas en la siguiente

Tabla 6 se prepararon al mezclar las cantidades adecuadas

de los conservadores y la crema de GMS y calentando la

mezcla a 50°C durante 10-15 minutos.

muestran en la siguiente Tabla 6.

Tabla 6

Los resultados se

S. aureus, P. aeruginosa, y

Crema E. coli (ufc/qg)
Dia 0 Dia 7 Dia 14
Crema de GMS sin conservador [3.0 x 107|3.0 x 107|3.0 x 10’
Cinamaldehido al 0.25% 3.0 x 10’ <10 <10
Cinamaldehido al 0.10% 3.0 x 107[4.0 x 10*|9.3 x 10°

Las muestras de crema mostradas en la siguiente

Tabla 7 se prepararon al mezclar las cantidades adecuadas

de los conservadores y la crema de GMS y calentando la

mezcla a 50°C durante 10-15 minutos.

Los resultados se
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muestran en la siguiente Tabla

7.

Tabla 7

Conteo de placas fungales

Crema (ufc/qg)
Dia 0 Dia 7 Dia 14
Crema de GMS sin conservador |1.0 x 10%|2.3 x 10%|1.5 x 10°
Cinamaldehido al 0.25% 1.0 x 10° <10 <10
Cinamaldehido al 0.10% 1.0 x 10° <10 <10
Ejemplo 7

Se repitidé el procedimiento del Ejemplo 4 con

las muestras de champli mostradas en la siguiente Tabla 8.

Los resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8

5. aureus, P. aeruginosa y

cinamaldehido al 0.025%

Crema E. coli (ufc/q)
Dia 0 Dia 7 Dia 14

Composicién de champd con|3.0 x 10°|3.0 x 107[3.0 x 107
proteina aniénica sin
conservador
Cinamaldehido al 0.10% 3.0 x 10%/1.0 x 10t <10
Cinamaldehido al 0.05% 3.0 x 109(6.5 x 10(1.0 x 10’
Glydant 200"™* 3.0 x 10%/2.0 x 10%|1.0 x 10?
Glydant 200MR y|3.0 x 10° <10 <10

N
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* - Glydant 2000"™ es una solucién al 70% de
especies de hidantoina incluyendo aproximadamente 36% de
dimetiloldimetilhidantoina {(DMDMH), aproximadamente 29% de
monometiloldimetilhidantoina (MMDMH) y aproximadamente 5%
de dimetilhidantoina (DMH); y 30% de agua y estéd
disponible de Lonza, Inc. de Fair Lawn, NJ.

El sinergismo para las soluciones de
cinamaldehido/Glydant 2000™ de 1la Tabla 8 contra S.
aureus, P. aeruginosa y E. coli se calculdé mediante el
método descrito en C. E. Kull et al., "“Mixtures of
Quaternary Ammonium Compounds and Long-chain Fatty Acids
as Antifungal Agents”, Applied Microbiology, 9:53 8-541
(1961) . Se determind el valor de sinergismo (Qa/Q, +
Qe/Qn) de 1la Tabla 7. Qpn es la concentracién de
cinamaldehido (en por ciento en peso) en la mezcla que
proporcioné un 100% de retardo de las bacterias es decir,
lo que dio por resultadoc en un conteo de placas de <10
ufc/qg después de 14 dias. Q. es la concentraciédn de
cinamaldehido solo (en por ciento en peso) requerida para
proporcionar un 100% de retarde de las bacterias. Qs es
la concentracién de Glydant 2000™ (en por ciento en peso)
en la mezcla que proporciondé un 100% de retardo de las
bacterias. @y es la concentracién de Glydant 2000™ solo
(en por ciento en peso) requerida para proporcionar un

100% de retardo de las bacterias.
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éuando el valor de [Qu/Qa + Q/Qn) €3 menor a

uno,

la mezcla es sinérgica.

Los valores para

{Qa/Qa +

Qa/On) de 1 y mayores a 1, representan un efecto aditivo y

un efecto antagdnico, respectivamente.

Los resultados se muestran en las siquientes

Tablas 9 y 10.

Tabla 9
Para el dia 7

Mezcla conservadora Ca Qs Qs QB [ W/Q +
' Qa/Q |
Glydant 2000MR al - - 0.05% - -
0.05%
Cinamaldehido al 0.10% - - - 0.1% -
Glydant  2000™  alf g_g2% |0.025%| - - 0.65
0.02% y cinamaldehido
al 0.025%
Tabla 10
Para el dia 14
Mezcla conservadora Qa Qs Qa O [O/Qa ¢+
Os/Qp
Glydant 2000"™ al - - 0.05% - -
0.05%
Cinamaldehido al 0.10% - - - C.05% -
Glydant 2000  al| g o02% |c.025%| - - 0.90
0.02% y cinamaldehido
al 0.025%
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Ejemplo 8

Se probé la concentracién inhibitoria minima
(MIC, por sus siglas en inglés) de las mezclas
conservadoras. La MIC es la concentracidén mis baja de un
ingrediente que inhibird el crecimiento de un organismo.
Este estudio se condujo utilizando el asistema de
manipulacién de liquidos Hamilton Micro TLab AT Plus
Autodilutor. Los programas para el Autodilutor se basan
en el Método de Aplicacién estédndar de lLonza SAPM# 412-01-
1. El Autodilutor Hamilton se utilizé para diluir las
concentraciones de partida de la combinacién conservadora
al 50% utilizando caldo nutritivo en placas
microtituladoras de 96 cavidades y también para inocular
el microorganismo en las muestras de prueba.

Estos conservadores probados fueron Isocil™ (una
combinacidén de isotiazolinona de metilo y metil-cloro-
isotiazolinona), benzocil (benzisotiazolinona) Y
Lonzagard®™ (cloruro de benzetonio) todos estén disponibles
de lonza Inc. de Fair Lawn, NJ, diversas concentraciones y
combinaciones con cinamaldehido. En cada placa de esfera
también se incluyeron controles. Cada combinacién
conservadora se probd por duplicado contra Staphylococcus
aureus (ATCC # 6538) y Escherichia coli (ATCC ¢ 8739).

Las placas para prueba se diluyeron con el

Hamilton Autodilutor y luego se inocularon con el
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organismo de prueba para alcanzar aproximadamente 10°
unidades formadoras de colonias/gramo en la muestra de
prueba (ufc/g). Las placas luego se incubaron en un horno
a 32 grado Celsius durante 72 horas. Los resultados se
determinaron al verificar el crecimiento en las muestras
de prueba contra las cavidades control en cada placa
(determinacién visual de turbiedad en las cavidades). 1Ila
MIC mostrada enseguida en la Tabla 11 se reportd como los
niveles de prueba mis bajos de conservador o combinacién
de conservadores que no muestran ningdn crecimiento.

Una mezcla de 7.5 ppm (activo) Benzocil™ y 25
ppm de cinamaldehido inhibieron eficazmente el
crecimiento. También, una mezcla.de 0.47 ppm (activo)
Isocil™ y 6.3 ppm de cinamaldehido inhibieron eficazmente

el crecimiento.

Tabla 11
Material de prueba MIC para S. Aureus
Cinamaldehido 125 ppm
Isocil™ (isotiazolinona) 0.585 ppm {activa)
Benzocil™ (Benzoisotiazolinona) 9.375 ppm (activa)

Los valores de sinergismo bara las combinaciones
de Isocil™/cinamaldehide Benzocil®™/cinamaldehido y se
calcularon a partir de los valores MIC reportados en la

Tabla 11 mediante el método descrito en Kull, supra, al



10

15

20

25

que se le hizo referencia anteriormente,

49

las siquientes Tablas 12 y 13.

y se muestran en

Tabla 12
Mezcla conservadora Qa s Qa Q |Qa/Qa +
Qa/Qp |
0.585 ppm (activa) - - 0.585 - -
Isocil™
125 ppm cinamaldehido - - - 125 -
0.585 ppm (activa) 0.47 6.3 - - 0.85
Isocil™ y 6.3 ppm
cinamaldehido
Tabla 13
Mezcla conservadora Qa Qn Qa Q [Qa/Qa +
Qu/Qn |
9.375 ppm (activa) - - >9.375 - -
Benzocil™®
125 ppm cinamaldehido - - - >125% ~-
7.5 Ppm {(activa) 7.5 25 - - <1.0
Benzocil™ y 25 ppm
cinamaldehido
Ejemplo 9
La estabilidad de color de 1las mezclas de

cinamaldehido/sorbato de potasio descrita més adelante se

probaron con una prueba de color Gardner.

Se agregd acido
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clorhidrico para ajustar el pH de la formulacidén al pH

especificéd. Los resultados se muestran ensequida.

Estabilizante Ninguno Acido clorhidrico

5 Temperatura |Inicial | Temperatura| 30°C |Temperatura| 30°C
ambiente ambiente

pH inicial 10.60 10.60 10.60 B8.96 8.96

Color 6 10-11 14-15 7-8 11-12

 Agua 33.9 34.2 34.1 34.0 34.4

Sorbato de 41.5 42.3 42.3 44.0 43.4
0 potasio

Cinamaldehido| 14.8 15.1 14.9 15.5 15.6

pH final 9.91 9.83 9.82 B.67 B8.67

* | 4 * o * *

15 Todas las patentes, solicitudes, articulos,
publicaciones Y métodos de prueba mencionados
anteriormente se incorporan en la presente como
referencia.

Se sugeriridn por si mismas muchas variaciones de

20 la presente invencidédn para aquellos expertos en la técnica

a la luz de la descripcién detallada anteriormente. Estas
variaciones evidentes quedan dentro del alcance pretendido

total de las reivindicaciones anexas.
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NOVEDAD DE LA INVENCION
Habiendo descrito el presente invento, se
considera como una novedad y, por lo tanto, se reclama
como propiedad lo contenido en las siguientes

1. Una composicién antimicrobiana
caracterizada porque comprende una cantidad eficaz
antimicrobiana de una mezcla que comprende al menos dos
de:

(a) aceite de limoncillo;

(b} cinamaldehido, aceite de canela, casia de
canela, extracto de canela, aceite de hojas de casia,
4cido 3,4-dihidroxicindmico o una sal del mismo, o una
mezcla de los mismos;

(c) A4cido sérbico, o una sal del mismo;

{d) A4acido eritérbico, o una sal del mismo;

{e) A&acido benzoico, o una sal del mismo;

(f) arabinogalactano, galactoarabinano o una
mezcla de los mismos;

(g) un hexahidro-iso-alfa-4acido, tetrahidro-
iso-alfa-dcido, o una mezcla de los mismos;

(h) aceites de Achillea fragrantissima, aceites
de Santeolina fragrantissima, aceites de Forssk, aceites de

algodén de lavanda; y

(i) glucono delta lactona.
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2. La composicién antimicrobiana sgsegin la
reivindicacién 1, caracterizada porque la mezcla comprende
(a) cinamaldehido; y (b) A&cido sérbico o una sal del
mismo.

3. La composicién antimicrobiana segin la
reivindicacién 2, caracterizada porque la sal del
componente (b) es sorbato de potasio.

4, La composicién antimicrobiana segin 1la
reivindicacién 1, caracterizada porque la mezcla comprende
(a) &cido eritérbico ¢ una sal del mismo, y (b) uno o mas
de &cido citrico, glucono delta lactona, A&cido benzoico,
dcido sérbico, EDTA, ¢ una sal del mismo.

5. La composicién antimicrobiana segin 1la
reivindicacién 1, caracterizada porque la mezcla comprende
(a) acido benzoico o una sal del mismo, y (b) uno o mis de
dcido citrico, glucono delta lactona, &acido sérbico, EDTA,
o una sal de los mismos.

6. La composicién antimicreobiana seqgin la
reivindicacién 4, caracterizada porque la mezcla comprende
eritorbato de potasio-sodic y sorbato de potasio.

7. La composicidén antimicrobiana seglin 1la
reivindicacién 6, caracterizada ademds porque comprende
dcido benzoico o una sal del mismo.

8. La composicién antimicrobiana seqin la

reivindicacién 7, caracterizada porque la sal de A4cido
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benzoico es benzoato de sodio estA.

9.

reivindicacién

La composicién antimicrobiana segin 1la

5, caracterizada porque la mezcla comprende

(a) benzoato de sodio y eritorbato de sodio.

10.
reivindicacién
solvente.

11.
reivindicacién
selecciona de
mismos.

12.
reivindicacién
mezcla de agqua

13.
reivindicacién
glicerina.

14.
reivindicacién
mezcla de agua

15.
reivindicacién
gtanol.

16.

reivindicacién

La composicién antimicrobiana segin la

1, caracterizada ademéAs porque comprende un

La composicién antimicrobiana

segin la

10, caracterizada porque el solvente se
agua, glicoles, alcoholes y mezclas de los
La composicién antimicrobiana segin la
11, caracterizada porque el solvente es una
Yy un glicol.

La composicién antimicrobiana segin la

12, caracterizada porque el glicol es

La composicién antimicrobiana segin 1la
10, caracterizada porque el solvente es una
y un alcohol.

La composicién antimicrobiana segin 1la

14, caracterizada porque el alcohol es

La composicién antimicrobiana segqin la

1, caracterizada porque la mezcla comprende
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(a) cinamaldehido y (b) &cido sérbico o una sal del mismo.

17. La composicién antimicrobiana seqin la
reivindicacién 1, caracterizada porque la mezcla de la
composicién estd presente a una concentracién entre
aproximadamente 0.0l hasta 2% en peso, con base en el 100%
en peso de la composicién total.

18. Un método para exterminar y/o inhibir el
crecimiento de microorganiamos en un substrato
caracterizado porque comprende aplicar una cantidad eficaz
de la composicién antimicrobiana segiin la reivindicacién 1
al substrato.

19. El1 método segin la reivindicacién 18,
caracterizado porque los microorganismos se seleccionan de
S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Candida albicans,
Aspergillus niger y Phytophthora ramrum.

20. Un producto distinto a un comestible,
farmacéutico, o0 cosmético caracterizado porque comprende
una cantidad eficaz conservadora de cinamaldehido, en
donde el producto estd pricticamente libre de parabenos.

21. El1 producto seqin la reivindicacién 20,
caracterizado porque el producto es un producto doméstico,
industrial o institucional.

22. El1 producto seqin la reivindicacién 20,
caracterizado porque el producto es un vproducto para el

cuidado personal.

&
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23. El1 producto segin la reivindicacién 22,
caracterizado porque el producto para el cuidado personal
es un champi, locién corporal, acondicionador o jabén.

24. El producto segin la reivindicacién 20,
caracterizado porque el producto comprende menos de una
cantidad eficaz aromdtica de cinamaldehido.

25. El1 producto segin la reivindicacién 20,
caracterizado porque el producto estd libre de aceite de
canela.

26. Una formulacidn conservadora que comprende
una cantidad eficaz antimicrobiana de una mezcla sinérgica
caracterizada porque comprende:

(a) cinamaldehido; y

{(b) al menos una dialquilhidantonina sustituida
con alcanol.

27. La formulacién conservadora seqin la
reivindicacién 26, caracterizada porque la

dialquilhidantoina sustituida con alcanol tiene 1la

férmula:

en donde R; Yy Rz son cada uno independientemente

S\
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hidrégeno o (CH;)OH, con la condicién de que tanto R; como
R no sean hidrégeno, y Ry y Ry cada uno son
independientemente metilo, etilo, propilo o arilo.

28. ILa formulacién conservadora segin la
reivindicacién 27, caracterizada porgue la
dialquilhidantoina sustituida con alcanocl es dimetilol
dimetilhidantoina.

29. Un método para exterminar y/o inhibir el
crecimiento de microorganismos en un producto distinto a
un comestible, farmacéutico o cosmético, el método
caracterizado porque comprende aplicar una cantidad eficaz
de cinamaldehido al producte, en donde el producto esta
libre del parabenos.

30. Un método para inhibir el crecimiento de
microorganismos caracterizado porque comprende aplicar una
cantidad eficaz de la formulacién conservadora segin la
reivindicaciéon 26.

31. Un método para exterminar y/o inhibir el
crecimiento de hongos en un substrato caracterizado porque
comprende aplicar una cantidad eficaz de cinamaldehido al
producto, en donde producto estd libre parabenos.

32. Un método para inhibir el crecimiento de
hongos en un substrato caracterizado porque comprende
aplicar una cantidad eficaz de la formulaciédn conservadora

segin la reivindicacién 26.

\\O
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona una
composicién antimicrobiana que comprende una cantidad
antimicrobiana eficaz {tal como por ejemplo, un
conservador, y/o una cantidad eficaz bactericida, y/o
fungicida) de una mezcla que comprende al menos dos de:
(a) aceite de limoncillo; (b} cinamaldehido, aceite de
canela, casia de canela, extracto de canela, aceite de
hoja de casia, &4cido 3,4-dihidroxicindmico o sales de los
mismos, o una mezcla de los mismos; (c) &cido sérbico, o
una sal del mismo; (d) &cido eritérbico, o una sal del
mismo; (e) 4&cido benzoico, o una sal del mismo; (f)
arabinogalactano, galactoarabinano, o una mezcla de los
mismos; (g) un hexahidro-iso-alfa-acido, tetrahidro-iso-
alfa-4cido, o una mezcla de los mismos; (h) aceites de
Achillea fragrantissima, aceites de Santolina
fragrantissima, aceites de Forssk, aceiteas de algodén de
lavanda; e (i) Gluconc Delta Lactona. La presente
invencién también proporciona un producto (de preferencia
un producto distinto de un comestible, farmacéutico, o
cosmético) gque comprende una cantidad eficaz conservadora
de cinamaldehido o una mezcla de cinamaldehido y una o méas

hidantoinas de alcanol-dialquilo.
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Figura1
100
90 11 Control sin
80 conservador
70 H 05% de aceite
% de estabilidad 60 de imoncilio
de la formulacién 50+ .
12%de
40 8 de potasio
30
201 @ 05% do acers de
10 limonaillo + 0 3% de
0 sorbato de potasio

% de estabiiiad con base en el conteo de bactenas en el dia 21 de la prusba ->10° organismos en la
formulacién proporciona menos de 10% de estabiidad 10°-10° organismos en la formulacién proporciona
<50% do estabilidad 10”-10' organismos proporciona >80% de estabilided y <10 organismos proporcions
100% de estabilidad
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Figura 2

100+

H| O Control sin

70

% de estabilidad 60

de la formulacion 50— — -

i B

40

30

20

10

n_ a__

conservador
Il 005% de canela

O 12% de sorbato
de potasio

O 005% de canela +
0 5% de sorbato
de potasio

0 1% de canela +

0 5% de sorbato de
|

potasio

T
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% de estabilided con base en el conteo de bactenas en el dia 21 de la prueba >105 organismos en la

formulacién

ona menos de 10% de estabiidad 103-104 organismos en la formulacidn proporciona

<50% de estabiidad 102-101 organismos proporciona >80% de establlidad y <10 organismos proporciona

100% de estabilidad
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100

701

% de estabilidad 60

de la formulacibn 50
40

30+
20-

10

ol

i,

[J Control sin
conservador

M 005% de canela

a 1 0% de acerts
de Achillea

0 75% de aceite
de Achlllea +
0 05% de canela

4

% de establidad con base en ei conteo de bactenas en el dia 14 de fa prueba ->105 organiemos en la

formulacién

menos de 10% de establiidad 103-104 organismos en la formulacidn proporciona

<50% de estabilidad 102-101 organismos proporciona >80% de estabilidad y <10 organismos proporciona

100% de estabilidad
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Flgura 4
100 ]
80 ! [ Sin conservador
80+
70- 0 1% de
) cinamaldehido
% de estabiidad ::
de la formulacién 0 1 0% de Hexahop
30 ¥
20l BO 4% de Hexahop
10 +0 1% de canela
0 e

% de estabildad con base en el conteo fungal en el dia 7 de la prueba ->104 organismos en la formulacion
proporciona menos de 10% de estabilidad 102-103 organismos en la formulacién proporciona <50% de

uhm::: >10 organismos proporciona 80% de estabiidad y <10 organismos proporciona 100% de
estal
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Figura §
100
90 [ Sin conservador
80
701 (] N 10% de Larex
% de estabiidad 60
| v
de la formulacién 50 ; L ' 0.8% de sorbato
40 ; ]
1 i -g de potasio
30 g f
s 0 5% o Larex+
20; ‘I @ g 5% de sorbato
101 i % de potasio
2
olﬂ 4 oo i Y

% de estabifided con base en el contao fungal en el dia 14 de la prueba ->104 organismos en ia formulecion
proporciona menocs de 10% de sstablidad 102-103 organismos en la formulacién proporciona <50% de
uhbul::l: >10 organiemos proporciona 80% de establlidad y <10 organismos proporciona 100% de
estabiida
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100+

I

117

70

% de estabilidad 60

de la formulacidn 50

40-
30

Y

O sin conservador

[} 0 25% de aceite
de limoncilio

mo 6% de sorbato
de potasio

[ 01%acetede gg
limoncillo + 0 5%
de sorbato de potasio

U

% de estabilidad con basae en ef conteo fungal an el dia 7 de la prueba ->104 organismos en |a formulacidn
proporciona menos de 10% de establidad 102 103 organemos en la formulacidn proporciona <50% de
estabildad >10 organismos proporciona B0% de estabilidad y <10 organismos proporcions 100% de

estabilidad
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Flgura 7
100-
90 El sin conservador
80
70 N 1 0% de Hexahop
% de estabilidad 60 _ 0 6% de sorbato
de la fomulacién 50 de potasio
40 " 01%d
1 «H a e
30 cinamaldehido
20 0 3% de Hexahop +
10 00 1% de canela +
0- 0 6% de sorbato
) j ) ) de potasio

% de estabilidad con base en el conteo fungal en el dia 7 de la prueba ->104 organismos en la formulacidn
proporciona menos de 10% de estabilidad 102-103 organiemos en la formulacién proporciona <50% de
estabildad >10 organismos proporciona 80% de estabiidad y <10 organismos proporciona 100% de
estabilidad
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LEYENDAS DE LAS FIGURAS P1125/05mx

Figura 1

% de estabilidad con base en el conteo de bacterias en el
dia 21 de la prueba ->10° organismos en la formulacién
proporciona menos de 10% de estabilidad, 103-10* organismos
en la formulacién proporciona <50% de estabilidad, 102%-10?!
organismos proporciona >80% de @estabilidad y <10

organismos proporciona 100% de estabilidad.

Figura 2

% de estabilidad con base en el conteo de bacterias en el
dia 21 de la prueba ->10° organismos en la formulacién
proporciona menos de 10% de estabilidad, 103-10* organismos
en la formulacidén proporciona <50% de estabilidad, 102-10!
organismos proporciona >80% de @estabilidad y <10

organismos proporciona 100% de estabilidad.

Figura 3

% de estabilidad con base en el conteo de bacterias en el

dia 14 de la prueba ->10° organismos en la formulacién

proporciona menos de 10% de estabilidad, 10°-10* organismos



en la formulacién proporciona <50% de estabilidad, 102%-10!
organismos proporciona >80% de @estabilidad y <10

organismos proporciona 100% de estabilidad.

Figura 4
% de estabilidad con base en el conteo fungal en el dia 7
de la prueba ->10% organismos en la formulacién
proporciona menos de 10% de estabilidad, 102-10 organismos
en la formulacién proporciona <50% de estabilidad, >10
organismos proporciona 80% de estabilidad y <10 organismos

proporciona 100% de estabilidad.

Figura 5
% de estabilidad con base en el conteo fungal en el dia 14
de la prueba ->10' organismos en 1la formulacién
proporciona menos de 10% de estabilidad, 102-10° organismos
en la formulacién proporciona <50% de estabilidad, >10
organismos proporciona 80% de estabilidad y <10 organismos

proporciona 100% de estabilidad.

Figura 6

% de estabilidad con base en el conteo fungal en el dia 7

de 1la prueba ->10' organismos en 1la formulacién

proporciona menos de 10% de estabilidad, 102-107 organismos



en la formulacidén proporciona <50% de estabilidad, >10
organismos proporciona 80% de estabilidad y <10 organismos

proporciona 100% de estabilidad.

Figura 7

% de estabilidad con base en el conteo fungal en el dia 7
de la prueba ->10° organismos en 1la formulacién
proporciona menos de 10% de estabilidad, 102-10% organismos
en la formulacién proporciona <50% de estabilidad, >10
organismos proporciona 80% de estabilidad y <10 organismos

proporciona 100% de estabilidad.
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL
TRAMITE

USUARI0O  RADICADOR

. ATENTE DE INVENCION //%DELO DE UTILID%._ () {

e se sollclh la concesion de una patente ﬁ"
()

Datos de ldentificacién del solnwﬁ o de i2 persona que se presenta ia solicitud.
Deseripeion de la invencidn.

Dibujos de ser estos pertinantes.
Comprobante de Pago de fas tasas establecidas. /

— gy o~

COMPLETA () INCOMPLETA ( ) ()
DISENO INDUSTRIAL ( )

- Indicacién de que se solicita ei registro de Disefio Industrial () { )
- Datos de identificaclon del solicitante o de la persona que presenia () {)
- lasolicitud.
- Representacién grifica o fotogrifica del Diseiio indusirial 0 muestra del
Materlal que Incorpora el diseRo. ( ) ()
Comprobante de page de las fasas astablecidas ( ) { )
COMPLETA () INCOMPLETA ()} ( )

ESQUEMA DETRAZADO ()

- Indicacién de que solicita al reglstro de un Esquema de trazado. () ()
- Datos de identificacion detl solcitante o de la persona que presenta
La solicitud. () ()
Representucion grifica del esquema~ () ()
Comprobante de pago sie () ()
COMPLETA () ()
Firma Responsable
" SPOMOENR ¥ )
; Haicacten ) (UMD GOU0DN00 taliess 121 Fd
Fecha: Hicha ()2 AUy 1/schis) .7
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Industria y' Comercio
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SUPERINTENDENCIA

Folio y(
2020

Bogota, D.C.,
Doctor(a) Oficio N° . l LS 9
DILIA RODRIGUEZ D'ALEMAN R
ASUNTO:  Radicacién N° 05-22450 ~
Solicitud internacional PCT/US2003/025090 7%
Facha limite inicio fase nacional  12/03/2005 \v
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la
Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular Unica
de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

8 Si fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traduccién de los anexos del
reporte de examen preliminar intemacional (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

B La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisién 486.

B La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lieno de los
requisitos exigidos por los artlculos 63 y subsiguientes del Coédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que
acredita la existencia y representacién legal de la sociedad solicitante.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para

que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente

oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar cumplimiento

al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y perdera su prelacién.

Notifique oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal @), del
mero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

c,

DORIS ELENA POLO CORDOBA
Jef¢ de la Division de Nuevas Creaciones (E)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacibn en lista de

fecha. RBrisn s
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