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Anexos: -

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 501.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccidn de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos) ,

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccidn del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras sclicitudes de patente o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud.
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [X] Publicacion Internacional WO 2007/014580 A1
Descripcion: ,
Paginas 55 en el idioma original
Reivindicaciones: Numero (s) 19

Figuras: Numero (s) 7
2. X FORMA PCT/ISA/210/. Informe de BlUsqueda Internacional

3. X Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA
FASE INTERNACIONAL
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~ EVIFICIO SISKI - industriales, marcas de fabrica y de servido,
CARRERA 49 N= 72-35 . nombres comerciales, ensefias y lemas comerdales.

“FIGITA, 8 - COLOMBIA

EIMTETS

RATIFICACION, REPRESENTACION Y PODER 3 g5

La que suscribe, LABORATORIOS MIRET; S.A.

sociedad organizada y existente de conformidad con las leyes de Espafia

. eqe Pol, Industrial Can Parellada C. Géminis, 4 E-08228 Les Fonts de Terrassa,
domiciliada en

Barcelona, Espaha . ‘
por el presente ratificamos la solicitud de registro de la marca MIRENAT No. 01.002.117, clase la

presentada por Emilio Ferrero el 12 de enero de 2001

ante la Superintendencia de Industria y €omercio

Bnombramos a EMILIO FERRERO, tB_aE_. 31929; GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA
E PAEZ, tpa. 23555 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados en la Carrera 4® N® 72-35, Bogot4,
Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en el paragrafo 1C del Articulo 543 del Cédigo de
Comercio, el primero como principal y los demds como suplentes, en su orden, como nuestros

resentantes en todos los asuntos de prczipiedad industrial con facultad para recibir notificaciones y
nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazara al
principal en caso de ausencia o impedimento temporal o definitivo de aquél. La misma regla se
aplicard cuando el segundo representante suplente haya de reemplazar al primero, o el tercero al
segundo. En tales casos, el representante principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, o
“ambos, declarardn su intencién de no ejercer la representacién mediante declaracion autenticada por
Notario Pudblico en Colombia, o por Notario u otro Funcionario Publico, 0 Cénsul de Colombia, en el
extranjero; y si se tratare de impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los nombrados
faltare definitivamente, el siguiente tomara su lugar. Cuando cesare la ausencia o impedimento del
representante principal, o §e su primero o se%undo suplentes, en su caso, podran ejercer la
representacién, en su orden, unc u otros segin el caso, asumiéndola por el solo hecho de ef'ercerla,
cesando en ese momento el ejercicio de la representacién por el primero, segundo o tercer suplente en
su caso.

Ademés, conferimos poder a los abogados arriba nombrados, para obtener la proteccién de nuestra
propiedad industrial y contra la competencia desleal, a cuyo efecto autorizamos a los dichos
apoderados para que nos representen ante cualesquiera entidades o personas, ejerzan o no jurisdiccién,
especialmente ante las del orden administrativo, contencioso-admruiustrativo y judicial, asi como los
tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes asuntos: a)y btencién de patentes
« invencién, modelos de utilidad y disefios industriales; el registro de marcas de fabrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales, ensefias, variedades vegetales y
denominaciones de origen; su renovacién, traspaso, cambio' de nombre o domicilio, renuncia
voluntaria, y registro de licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de competencia desleal,
proteccién del consumidor, oposiciones u observaciones, cancelacién administrativa y judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesién de licencias, la tutela, la 'p'ro'tecc_ic’)n de secretos industriales, y
en general los juicios civiles, penales, administrativos’o contencioso-administrativos relacionados con
estos derechos; acciones y procesos que promovamos ¢ se nos promuevan. Y para que en todos los
asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos del
proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de ‘agentes oficigsos.
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"Para los pafses que no son parte del Protocolo Interamericano de 1940 sobre Umforrmdadye}"Régm en
Legal de los Poderes, el Cénsul Colombiano debe certificar como sigue*:

Fecha: Ne

El suscrito CONSUL DE COLOMBIA en

CERTIFICA:

1¢ Que el seflor
quien autentica el documento anterior, ejercia legalmente en la fecha allf indicada, las funciones de

y que la firma y sello que en el documento aparecen como suyos son los que usa y acostumbra en sus
actos oficiales.

22 Que tuvo a la vista las pruebas de que la Compaiiia
existe legalmente, y

que actualmente ejerce su objeto social y;

32 Que el sefior

guien firmé la representacién y poder que preceden en su carécter de
¢ la Compafida

esta autorizado para representarla en este acto, y otorgar el poder.

HOTARIC SEXTO DE!. CIRCULO 5
r DE BOGOTA, HAGO CONSTAR QUE LA i
Foroc-.mm COINGIDE CON BL QIIGING LY

QUY HE TENIBO A LA VISTA

Cénsul de Colombia

—~

* Son parte del Protocolo: Colombia, El Salvador, México, Venezuela y los Estados Unidos. En los demas paises el Sefior Tdasul ds
Colombia debe otorgar el certificado segiin el modelo de esta pagina.
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ILEGITIMACION. Yo, ANTONIO ROSSELLO MESTRE, Notario
del Ilustre Colegio de Catalufia, con residencia en
Barcelona,
DOY FE, que considero legitima la firma que antecede
de DON BAUDILIO MIRET OLLE , por cotejo con 1la que
figura en su D.N.I. N° 37428270 W.

En Barcelona, .el dia CINCO DE FEBRERO DE DOS MIL
UNO.

FIGURA EN EL LIBRO INDICADOR CON EL N° 603.2
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21 ENE 2008 -

: A ANUEL BOTERO INA
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA EN BARCELONA
AUTENTICACION N°23 [

Barcelona, Y4 /02-/ G\ a0

R
El suscrito Cénsul de Colombia CERTIFICA que el seﬁur(anmo{ho&&ué VEb'ﬂéE(]uien’T
autoriza el presente documento, ejercia legalmente en la fecha alli expresada las funciones de
MalAZio OEL (OEE0 e D TES O CATAUAA
que la firma y selio que en el documento aparecen como suyos son los que usa y acostumbra en sus
actos oficiales, de acuerdo con ¢l registro que se teva en este Consulado.
El Cénsul no asume responsabilidad alguna por el contenido del decumento.

Berechos:
Fondo Rotatorio: US § 15.00
Impuesto de Timbre : US $7.00

Total Pagado: U$ 22.00 [ -
Maria Jimena Duzin Saenz
Consul General
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA

PASEO DE GRACIA, 2 4° 63

Q08007 - BARCELONA

Ne U2

EL SUSCRITO CONSUL GENERAL DE COLOMBIA EN BARCELONA

CERTIFICA:

Que la Sociedad “LABORATORIOS MIRET S.A.” existe legalmente y esta organizada de
conformidad con las leyes de Espafia, domiciliada en Les Fonts de Terrassa (Barcelona),
Poligono Industrial Can Parellada, calle Géminis No. 4.

Que esta registrada en el Registro de Mercantil de Barcelona, Hoja B-15.183, Folio 184,
Tomo 11.448, Inscripcion 36* y con CIF No. A-08-135402.

Que el Seiior BAUDILIO MIRET OLLE desempefia actualmente el cargo de Consejero
Delegado y que tiene facultad suficiente para otorgar poderes y nombrar apoderados en el
exterior.

Que todos los hechos anteriores me constan por haber tenido a la vista los documentos
respectivos.

El Consul General de Colombia no asume responsabilidad por el contenido del documento.

El presente certificado se expide a peticion de los interesados en Barcelona, a catorce (14)
dias del mes de marzo de dos mil uno (2001).

1311 irv\... l/‘-—r\

RIA JIMENA DUZAN SAENZ
CONSUL GENERAL

Pagado Impuesto de Timbre US$ 7,00
Derechos Consulares
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(54) Title: PRESERVATIVE SYSTEMS COMPRISING CATIONIC SURFACTANTS

(57) Abstract: Preservative systems
on the basis of cationic surfactants

Cooked chicksn
Aerobes mesophilic
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are known i n the art, a typical
example of such cationic surfactants
is the ethyl ester of the lauramide of
arginine monohydrochioride { LAE

) (2). Besides the chloride form the

corresponding bromide and sulphate
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salts are known. Tt was found that
other salts of the cationic surfactants
display excecllent properties, such
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as the salts oflactic acid, glutamic

acid and acetic acid. It was farther
found that the combination of the
cationic surfactants with at least one
sajt of an organic or inorganic acid

0.0
SO N

H;N NH

: ~ :»m’lk(cm)m—cuJ

NH,

displayed an excellent preservative
action. A further preservative

@ - system with favourable properties

was the combination of the cationic
surfactants with . at least one ester
o - compound, amide or enzyme
a inhibitor. Also the combination of
the cationic surfactant with a further
calionic molecule such as ethyl
arginate, glucosamine or chitosan led
to an effective preservative system.
A further effective preservative
system tarmed out to be the cationic
surfactant in encapsnlared form.

(2)
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Preservative systems comprising cationic surfactants.

5 This invention relates to new preservative systems on the basis of

cationic surfactants.

In the art it is known to use a preservative system which
comprises a cationic surfactant, derived from the condensation of fatty

10 acids and esterified dibasic amino acids, having the formula (1):

@

COOR, o
R3—(CHy)n X
NHR,
(1)
where:
X is Br, Cl, or HSO4
Ri: is a straight alkyl chain of a saturated fatty acid or a hydroxy acid
15 having 8 to 14 carbon atoms linked to the «- amino group via an

amide bond,
Ry: is a straight or branched alkyl chain from 1 to 18 carbon atoms or

an aromatic group and

20
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/Y
NH
where n is from 0 to 4.

Cationic surfactants are known as preservatives used in the food
industry. Due to their composition, food products are susceptible to
act as a culture medium for micro-organisms and this constitutes a
possible risk to human health. Thus food products require good
protection against microbial contamination. During long-time use the
class of the cationic surfactants has turned out to be highly effective
against microbial proliferation and at the same time safe for intake in

humans and mammals in general.

Due to their composition, many cosmetic products are prone to act
as a culture medium for micro-organisms, and this can possibly cause
changes to fhe cosmetic preparation and constitute a risk to human
health as well. Thus, a cosmetic composition necessarily requires good
protection against microbiological contamination. For this reason, a
farge number of preservatives to inhibit or reduce the microbial

population is used.

Most of the preservative systems currently used display
incompatibilities with the human skin, such as irritations and allergies
and are toxic to human beings as well. On the other hand, it has been
demonstrated that cationic surfactants derived from lauric acid and
arginine are protective substances against micro-organisms, in
particular, the ethyl ester of the lauramide of the arginine
monohydrochloride, hereafter referred to as LAE. In practical use LAE
turned out to be well tolerated and to display a very low toxicity to
human beings. LAE has the chemical structure of formula (2)

displayed hereafter. If there will be reference in the present
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application to the cationic part of the molecule without the negatively
charged counter jon this part of the molecule will be identified as the
cationic compound LAE™. The whole molecule including the counter ion
is characterized dependent on the type of counter ion, LAE is the
hydrochloride salt and the corresponding hydrobromic salt would be

characterized as LAE bromide or LAE Br.

O O
™~ 0 ©
Cl
H,N. NH
> NH (CH,);;-CH;

h)
t
'

NH,
(2)

The compound LAE is remarkable for its activity against different
micro-organism, like the bacteria, moulds and yeast which can be
present in food products and also in cosmetic formulations and

preparations, and its innocuity for humans.

The preparation of the cationic surfactants is described in
Spanish patent ES 512643 and international patent applications WO
96/21642, WO 01/94292 and WO 03/064669.

Interactions between the cationic surfactants and other
molecules are known. A combination of the cationic surfactants with
anionic hydrocolloids is described in WO 03/094638, this combination
leads to the generation of solid compounds containing approximately
stoichiometric compounds of the cationic surfactant and the anionic
hydrocolloid. A further combination of the cationic surfactants is
described in WO 02/087328, this combination relating to potassium
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sorbate, calcium sorbate or sorbic acid, which turned out to be highly

effective in food preservation.

These preservative systems described in WO 02/087328 and WO
03/094638 are characterised by their synergetic activity. It has now
been found that the antimicrobial activity of the combinations of LAE
and the other compounds defined by the above formuia (1) with most
of the common ionic and non-ionic preservatives used to protect food
products and also cosmetic formulations and preparations is higher
than the activity displayed by each of the components when used alone
at the same dosage. There has been observed synergism when the
amounts of the compounds of formula (1) and the other antimicrobial
are reduced. Thus, the adverse toxic effects and/or irritation and/or
allergy displayed by the combinations of the preservatives have also

been reduced.

It has been observed in practical studies that the cationic
surfactants are partially hydrolysed with the consequence of the
reduction of their biological effects. This phenomenon can be observed
in all fresh products which are preserved with the cationic surfactants.
It has for instance been observed in the application of LAE in fresh
products selected from fish, meat and vegetables. In order to improve
the efficacy of the cationic surfactants in such products some tool is

required to prolong the biclogical action of the cationic surfactants.

There is a. permanent need in the different technical fields to
achieve more effective methods of preservation. In particular there is
the broad interest to develop new preservation systems requiring
reduced amounts of preservating agents in such areas where direct
contact with mammals is involved, such as in the preservation of food

preparations and in preservating agents added to cosmetic products.
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Hence, it is the object of the present invention to provide further
preservative systems which are more effective than the preservative
systems now known in the art. More specifically, it is the object of the
present invention to provide further improved preservative systems on

the basis of LAE.

This object is solved by providing the cationic surfactants to be
used as preservative agents as a salt of an inorganic or organic acid.
As indicated above, the cationic surfactants to be used as preservative
agents are known in the art as salts of hydrochloric acid, hydrobromic
acid and sulphuric acid, these options of inorganic acids are excluded
from the scope of this embodiment of the invention. Otherwise any

suitable inorganic or organic acid can be used.

The object is further solved by providing the cationic surfactant
in combination with a salt of an organic or inorganic acid or any base.
Some salts are already known in combination with cationic surfactants,
such as certain salts of sorbic acid, these options are excluded from

the scope of the invention.

The object of the invention is also solved by providing a
combination of the cationic surfactants according to the invention with

another ester compound or with an amide or enzyme inhibitor.

The object of the invention can also be solved by providing the

cationic surfactant in combination with a further cationic molecule.

And finally, the object of the invention can be solved by providing
the cationic surfactant in a form which makes the molecule less
susceptible to hydrolysis through the influence of enzymes or other
sources, and also less available for interaction with other substances.

According to this aspect of the invention the cationic surfactant is
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separated from its surroundings through encapsulation in liposocmes or

micelles, or other similar measures.

The application contains the following drawings:

Fig. 1. Preservative action of different LAE salts in cooked
chicken, mean values of triplicate log cfu/g determination are shown
per day and kind of treatment,

Fig. 2. Preservative action of combination of LAE with salts in
bratwurst sausage, mean values of triplicate log cfu/g determination
are shown per day and kind of treatment,

Fig. 3. Concentration of LAE after administration of a
combination of LAE and esters to soaked chickpeas, the mean values of
triplicate concentration determinations of LAE are shown per day and

kind of treatment,
Fig. 4. Preservative action of combination of LAE with esters in

soaked chickpeas, mean values of triplicate log cfu/g determination are
shown per day and kind of treatment,

Fig. 5. Preservative action of combination of LAE with cationic
molecule in cooked chicken, mean values of triplicate log cfu/g
determination are shown per day and kind of treatment,

Fig. 6. Preservative action of encapsulated LAE in cooked chicken,
mean values of triplicate log cfu/g determination are shown per day
and kind of treatment. |

Fig. 7. Preservative action of combination of encapsulated LAE
as the acetate salt in combination with other ester compounds and a
salt of an organic acid in cooked chicken, mean values of triplicate log

cfu/g determination are shown per day and kind of treatment.
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I. Salts of cationic surfactants.

The aspect of providing new, more effective salts of the cationic

surfactants is now described.

S
The present application describes some new product forms of the
cationic surfactants of the formula (1), in particular new salts.
&
COOR, o

R3—(CHp)y X
; NHR
1
; (1)
‘ 10

In the formula (1) the definition of n and the groups X, Ry, R

and Rs3 is as previously described.

These new product forms of the cationic surfactants are also
15 covered by the general term “cationic surfactants”, so that where there
is a reference in the present application to “cationic surfactants”, these

new product forms, more in particular these new salts, are included.

The counter ion X defined in the above formula (1) is the
20 counter ion which is known in the art. According to the first aspect of
the present invention the corresponding cationic surfactants are

provided with counter ions which are different from chloride, bromide

and sulphate.

25 The usual organic acids may be used as source for obtaining the
further counter ion. Such organic acids are for instance citric acid,

lactic acid, acetic acid, fumaric acid, maleic acid, gluconic acid,
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propionic acid, sorbic acid, benzoic acid, carbonic acid, glutamic acid or
other amino acids, lauric acid and fatty acids such as oteic acid and

linoleic acid.

The usual inorganic acids may be used as source for obtaining
the further counter ion. Such usual inorganic acids are for instance
phosphoric acid, nitric acid and thiocyanic acid. The mono- and

dehydrogenated forms of phosphoric acid qualify as suitable anions.

A further option is an anion on the basis of a phenolic
compound. Such phenolic compounds are for instance the butylated
hydroxyanisole (BHA) and the related compound butylated
hydroxytoluene (BHT), tertiary butyl hydroquinone (TBHQ), and
parabens such as methylparaben, ethylparaben, propylparaben and

butylparaben.

As the source of the anion in the cationic surfactants it may be
more suitable to use a salt of the previously listed inorganic and
organic acids. The usual salts of the organic and inorganic acids can

be used.

For the selection of the anion it is not of importance that the
original compound, in particufar the original acid or the original salt,
from which the anion is derived, displays a preservative action by
itself. The only criterion is that it must be suitable as an anion in
combination with the cationic preservative agent. However, in case
the original compound displays a preservative action by itself, then its
combination as an anion with the cationic preservative agent may
display an even more favourable activity profile, in particular a

synergistic preservative action may be observed.
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For example, suitable salts of cationic surfactants are the
citrate, fumarate, malate, gluconate, laurate, lactate, tertiary butyl

hydroquinonate, propylparabenate and phosphate salts.

The preparation of the novel salts of the cationic surfactants can

be performed using methods which are usual in the art.

A change of the originally present counter ion can be arranged
by means of anionic or cationic ion exchange resins including the

following steps

1. Equilibrium and arrangement of the ion exchange resin using the

desired final counter ion,

2. Interchange procedure by addition of a cationic surfactant of
above formula (1) with X" being any appropriate basé, such as
cr,

3. Completing the interchange process,

4. Optional purification.

Other conventional ways to produce salts of cationic
surfactants may be used as well (i.e. metathesis, straight forward acid-

base reaction, etc.).

I1. Combination of cationic surfactants with salts.

The aspect of the cationic surfactant in combination with a salt of

an organic or inorganic acid is now described.

Food products as well as cosmetic products comprise molecules
bearing a negative charge. Since the cationic surfactants can easily

provide the charged ionic parts of its molecule, the cationic part of the
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molecule may interact with this negative charge and be therefore

reduced to achieve any biological effect.

The purpose for adding salts of organic or inorganic acids or any
other suitable organic or inorganic bases is that the negative charges
off the salts would interact with the cationic surfactant, so that it would
create a protection around the molecule of the cationic surfactant
avoiding that the cationic surfactant interacts with the anionic
elements in the food products or the cosmetic products. This will lead

to an improvement of the biological activity of the cationic surfactant.

In general, the action of bacteria in food products and cosmetic
products leads to the acidification of these products. When a
combination of the cationic surfactant with a salt or suitable bases is
used, an effect of stabilization and controlling of the pH value may be
achieved. S$o, the structure and the efficacy of the cationic surfactant

may be maintained.

For the wanted action of the combination any salt of organic or
inorganic acids can be selected. Suitable organic acids for the
preparation of the salt are citric acid, lactic acid, acetic acid, fumaric

acid, maleic acid, gluconic acid, propionic acid, sorbic acid, benzoic

~acid, carbonic acid, glutamic acid or other amino acids, lauric acid and

fatty acids such as oleic acid and linoleic acid. Suitable inorganic acids

are phosphoric acid, sulphuric acid, nitric acid and hydrochloric acid.

Salts of these acids with any suitable biocompatible cation can be
prepared. Suitable salts are for instance sodium citrate, sodium
acetate, sodium glutamate, sodium fumarate, sodium malate, sodium
gluconate, sodium laurate, sodium lactate and sodium

hexametaphosphate.

10
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Another option is an anion on the basis of a phenolic compound.
Such phenclic compounds are for instance the butylated
hydroxyanisole (BHA} and the related compound butylated
hydroxytoluene (BHT), tertiary butyl hydroquinone (TBHQ), and
parabens such as methylparaben, ethylparaben, propylparaben and
butylparaben. Suitable phenolic compounds are tertiary butyl
hydroquinone, propylparaben, and the suitable salts thereof are for
instance sodium tertiary butyl hydroquinonate and sodium

propylparabenate.

A further option is the combination of any suitable base with the
cationic surfactant. Suitable bases are glucosamine and ethanol amine,
the suitable salts thereof are for instance the hydrochloride of

gluscamine and the hydrochloride of ethanolamine.

Combination with some salts has ‘already been described in the
art, these known combinations are excluded from the scope of the
present application. Such known combinations are for instance the

combination of LAE with calcium sorbate and potassium sorbate.

The combination of the cationic surfactant with the salt of an
organic or inorganic acid can be provided as a solid form or as a liquid.
When the combination is provided as a solid form it contains at least
one cationic surfactant and at least one salt of an organic or inorganic
acid. The cationic surfactant can be any of the known cationic
surfactants, it is preferred to use LAE. If LAE is used according to the
preferred embodiment it may be provided as the chloride, bromide or
sulphate sait as the preparatibns known in the art, or it may be
provided as a different salt as described elsewhere in the present
application. Different salts of the same cationic surfactant may be

present at the same time. Different cationic surfactants may be
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present at the same time, which different cationic surfactants may be

provided as either the same or different sait.

When the combination of the cationic surfactant with the salt of
the organic or inorganic acid is provided as a liquid, any suitable
solvent may be used. By dissclving or dispersing the cationic
surfactant and the salt of the organic or inorganic acid into the solvent,
the object composition can be efficiently produced. Examples of the
suitable solvents include monohydric alcohols such as n-butyl alcohol,
isobutyl alcohol, sec-butyl alcohol, t-butyl alcohol, n-amyl alcohol, .
isoamyl alcohol, sec-amyl alcohot, n-hexyl alcohol, methylamy! alcohol,
ethylbutyl alcohol, heptyl alcohol, n-octyl alcohol, sec-octyl alcohol,
2-ethylhexyl alcohol, isooctyl alcohol, n-nonyl alcohol,
2,6-dimethyl-4-heptanol, n-decyl alcohol and cyclohexanol; glycols and
polyhydric alcohols such as ethylene glycol, diethylene glycol,
triethylene glycol, tetraethylene glycol, propylene glycol, dipropylene
glycol, 1,4-butylene glycol, 2,3-butylene glycol, hexylene glycol,
octylene glycal and glycerol; cellosclves such as ethylene glycol
monomethyl ether, ethylene glycol ethyl ether, ethylene glycol diethyl
ether, ethylene glycol butyl ether, ethylene glycol dibutyl ether,
ethylene glycol phenyl ether, ethylene glycol benzyl ether, ethylene
glycol ethyl hexyt ether, diethylene glycol ethyl ether, diethylene glycol
diethyl ether, diethylene glycol buty! ether, diethylene glycol dibutyl
ether, propylene glycol methyl ether, propylene glycol ethyl ether,
propylene glycol butyl ether, dipropylene glycol methyl ether,
dipropylene glycol ethyl ether, tripropylene glycol methyl ether,
tetraethylene glycol dimethy! ether and tetraethylene glycol dibutyl
ether; crown ethers such as benzo-15-crown-5, benzo-12-crown-4,
benzo-18-crown-6 and dibenzo-18-crown-6; ketones such as ethyl
butyl ketone, dipropyl ketone, methyl amyl ketone, methyl hexyl
ketone and diisobuty! ketone; and fatty acids such as fatty acids

having 3 to 30 carbon atoms described above.

12



10

20

25

30

WO 2007/014580 PCT/EP2005/053735

The concentration of the salt of an organic or inorganic acid
dissolved or dispersed into the above solvent is not particularly limited

and can be suitably selected in accordance with the circumstances.

III. Combination of cationic surfactants with ester

compounds, amides or enzyme inhibitors.

The further aspect of providing the cationic surfactant in

combination with another ester compound or amide is now described.

A large variety of ester compounds and amides may be used.
Suitable ester compounds for this aspect of the invention are triethyl
citrate, triacetine, diacetine, esters of glycerol, esters of amino acids
and esters of fatty acids. If appropriate, combinations of these esters

may be used. A suitable amide is the acetamide of arginine.

The cationic surfactant may be present in the combination with
the further ester compound as a conventional bromide, chloride or
sulphate salt. It is more suitable to use the cationic surfactant as the

salt of acetic acid, lactic acid or glutamic acid.

There is no scientific proof for the reascn of the efficacy of the
combination of the above cationic surfactants with other ester
compounds or amides, but it is assumed that the presence of a further
esterified compound or amide may lead to a delay in the enzymatic
breakdown of the molecules of the cationic surfactant due to a
competition-like phenomenon. For the antimicrobial effect of the
above cationic surfactants the molecule has to be intact. Hydrolysis of

the ester or amide bond reduces the antimicrobial effect of the

compounds.

13
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The more labile binding present in the cationic surfactants is the
ester function yielding the correspondent acid. The amide bound is far

more stable but may also be affected by some type of enzymes.

Since it is the intention of the combination of the cationic
surfactants with the further ester compound to reduce the breakdown
through enzymatic influence, it is obvious that the same final effect as
achieved through the combination with a further ester compound can
be achieved through the combination with a compound which inhibits
the enzymatic hydrolysing activity directly. Such an enzyme inhibitor

is for instance the product genistein.

The cationic surfactants have a structure which is easily
recognised by the natural metabolising capacity of living creatures.
This is one of the main reasons to explain its low toxicity. One of the
drawbacks of this characteristic is that the cationic surfactants may be
partially hydrolysed by natural enzymes present in many food
products. Food products that have raw ingredients (vegetables, meat,
fish, etc.) and any food products in the preparation of which a raw
product is added (even if finally these food products are cooked) are

potentially able to reduce the effective concentration of the cationic

surfactants.

It has been found by the inventors that the addition of enzyme
inhibitors improves the efficacy of the cationic surfactants in these
types of products. Moreover, the addition of simple esters or amides,
which are not known as specific enzymatic inhibitors, delays the
hydrolysis of the cationic surfactants and improves their efficacy. Even
if degradation is not significant (5-10% of the initial amount of the
cationic surfactants) the efficacy is substantially improved, probably,

because homogeneity/efficiency is better.

14
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Many cosmetic products contain natural additives that may have
still some remnant enzymatic activity. Apart from that, cosmetic
products, by definition, are applied onto the skin, inside the mouth,
etc. In all these applications cosmetic products will arriVe to be in

contact with active enzymes.

As in food products it has been found out that the addition of
enzymatic inhibitors improves the efficacy of in cosmetic products.
Moreover, the addition of simple esters or amides, which are not
known as specific enzymatic inhibitors, delay hydrolysis of the cationic
surfactants and improves their efficacy. Even if degradation is not
significant (5-10% of the initial amount of the cationic surfactants) the
efficacy is substantially improved, probably, because the efficiency is

better.

Suitable enzymatic delayers and inhibitors are for instance

esters, amides and enzyme inhibitors such as listed hereafter.

Esters:

Any alcohol ester of amino acids, i.e. ethyl arginate,

Fatty acids esters of glycerol, mono, di- and tri-acylglycerides,
Triacetin, diacetin,

Fatty acid esters of ascorbic acid,

Acetic, lactic, citric, tartaric esters of mono and diglycerides,
Sucroesters of fatty acid,

Sucroglycerides,

® N WA WwN e

Any other suitable ester molecules.

Amides:

1. Natural peptides, dipeptides, proteins, etc.,

15
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2. Any suitable amide molecules, e.g. acetamide of arginine.
Enzyme inhibitors:

1. Genistein,
2. Sugars and peptides of lupin,
3. Any other suitable enzymatic inhibitors.

Preferred esters in connection with this aspect of the invention are

methyl arginate, ethyl arginate and propyl arginate.

The combination of the cationic surfactant with the ester, the
amide or the enzyme inhibitor may be provided in solid or in liguid
form. If the combination of the cationic surfactant with an ester, an
amide or an enzyme inhibitor is provided in a liquid form, various
solvents can be used. Examples of the solvent include monohydric
alcohols such ars n-butyl afcohol, isobutyl alcohol, sec-buty! alcohol,
t-butyl alcohol, n-amyl alcohol, isoamyl alcohol, sec-amyl alcohol,
n-hexyl alcohol, methylamyl alcochol, ethylbutyl alcohol, hepty! alcohol,
n-octyl alcohol, sec-octyl alcohol, 2-ethylhexyl alcohal, isoocty! alcohol,
n-nonyl alcohol, 2,6-dimethyl-4-heptanol, n-decy! alcohol and
cyclohexanol; glycols and pelyhydric alcohols such as ethylene glycol,
diethylene glycol, triethylene glycol, tetraethylene glycol, propylene
giycol, dipropylene glycol, 1,4-butylene glycol, 2,3-buty|éne glycol,
hexylene glycol, octylene glycol and glycerol; cellosolves such as
ethylene glycol monomethyl ether, ethylene glycol ethyl ether,
ethylene glycol diethyl ether, ethylene glycol buty! ether, ethylene
glycol dibutyl ether, ethylene glycol phenyl ether, ethylene glycol
benzyl ether, ethylene glycol ethyl hexyl ether, diethylene glycol ethyl
ether, diethylene glycol diethyl ether, diethylene glycol butyl ether,
diethylene glycol dibutyl ether, propylene glycol methyl ether,
propylene glycol ethyl ether, propylene glycol buty!l ether, dipropylene

16
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glycol methyl ether, dipropylene glycol ethyl ether, tripropylene giycol
methyl ether, tetraethylene glycol dimethyl ether and tetraethylene
glycol dibuty! ether; crown ethers such as benzo-15-crown-5,
benzo-12-crown-4, benzo-18-crown-6 and dibenzo-18-crown-6;
ketones such as ethyf butyl ketone, dipropyl ketone, methyl amy|
ketone, methyl hexyl ketone and diisobutyl ketone; and fatty acids
such as fatty acids having 3 to 30 carbon atoms described above.

IV. Combination of cationic surfactants with other cationic

compounds.

The further aspect of providing the cationic surfactant in

combination with another cationic compound is now described.

Due to their high cationic surfactant characteristics the cationic
surfactants have the tendency to attach to anionic sites of complex
matrices to which they are applied. Such complex matrices cover food
products and cosmetic formulations. These anionic sites in the complex
matrices may comprise be proteins, glycoproteins, surfactants, silica,

etc,

If the cationic surfactants are mixed with other cationic
molecules their activity is surprisingly improved. This is because the
cationic surfactants are more free to attach to microorganisms than to
other anicnic sites which have already blocked by the added cationic
molecules. In other words the availability of anionic sites in the
material which is to be treated through the application of the cationic

surfactants is reduced.

The other cationic molecule which is mixed with the caticnic

surfactants does not have to display necessarily any preservative effect

17
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of its own. Of course, if the other cationic molecule has some known
preservation activity (even if it is slight) then synergy may be observed

and the combination may in that case be surprisingly effective.

The other cationic molecules can be selected from the following

general groups of compounds:

1. glucosamine and other monosacharide-amines,

2. chitosan, éligomers of chitosan and other polyamines like
polylysine, etc.,

cationic polysacharides (i.e. cationic starch),

cationic aminoacids and peptides, e.g. glutamic acid,
esters of aminoacids,

lipoplexes and

N o e s w

any other suitable cationic molecule.

Suitable examples of the above cationic agents are the

esters of amino acids, more in particular ethyl arginate.

The combination of the cationic surfactant with the other cationic
compound may be provided in solid or in liquid form. If the
combination of the cationic surfactant with an ester, an amide or an
enzyme inhibitor is provided in a liquid form, various solvents can be
used. Examples of the solvent include monohydric alcohols such as
n-butyl alcohol, isobutyl alcohol, sec-butyl aicohol, t-butyl alcohol,
n-amyl alcohol, isoamyl alcohol, sec-amyl! alcohol, n-hexy! alcohol,
methylamyl alcohol, ethylbutyl alcohol, heptyl alcohol, n-octyl alcohol,
sec-octyl alcohol, 2-ethylhexyl alcohol, isooctyl alcohol, n-nonyl
alcohol, 2,6-dimethyl-4-heptanol, n-decyl alcohol and cyclchexanol;
glycols and polyhydric alcohols such as ethylene glycol, diethylene
glycol, triethylene glycol, tetraethylene glycol, propylene glycol,

18
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dipropylene glycol, 1,4-butylene glycol, 2,3-butylene glycol, hexylene
glycol, octylene glycol and glycerol; cellosolves such as ethylene glycol
monomethyl ether, ethylene glycol ethyl ether, ethyiene glycol diethy!
ether, ethylene glycol butyl'ether, ethylene glycol dibutyl ether,
ethyiene glycol phenyl ether, ethylene glycol benzyl ether, ethylene
glycol ethyl hexyl ether, diethylene glycol ethyl ether, diethylene glycol
diethy! ether, diethylene glycol butyl ether, diethylene glycol dibutyl
ether, propylene glycol methyl ether, propylene glycol ethyl ether,
propylene glycol butyl ether, dipropylene glycol methyl ether,
dipropylene glycol ethyl ether, tripropylene glycol methy!l ether,
tetraethylene glycol dimethyl ether and tetraethylene glycol dibutyl
ether; crown ethers such as benzo-15-crown-5, benzo-12-crown-4,
benzo-18-crown-6 and dibenzo-18-crown-6; ketones such as ethyl
butyl ketone, dipropyl ketone, methyl amyl ketone, methyl hexyl
ketone and diisobutyl ketone; and fatty acids such as fatty acids

having 3 to 30 carbon atoms described above.

V. Cationic surfactants in encapsulated form.

The further aspect of providing the cationic surfactant in

encapsulated or otherwise physically protected form is now described

Processed foods and cosmetic products comprise some molecules
or additives that have a negative charge. Since the cationic
surfactants are cationic molecules, they may interact with this negative
charge and the activity of the cationic surfactants as preservative

would accordingly be reduced.

Apart from that, these cationic preservatives possess a structure
which is easily recognised by natural metabolism of living creatures.

This is one of the main reasons to explain its low toxicity. One of the

19
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drawbacks of this characteristic is that the cationic surfactants may be
partially hydrolysed by natural enzymes present in many food and

cosmetic products and/or in many food or cosmetic applications.

Encapsulation/covering techniques (physical, chemical, due to
surfactant characteristics of the cationic surfactants) are known ways
to protect additives and ingredients from aggressive storage conditions
or in order to modify release speed of these products.

Surfactant characteristics of the cationic surfactants imply a great
potential variety of auto-aggregation structures (micelles, crystal

liquids, etc.).

_ In theory these techniques would not be helpful in order to avoid
contact of the cationic surfactants with anionic sites and or enzymes,
because once the cationic surfactant was released it would immediately
interact either with anionic sites or with 'enzymes and therefore its

activity would be decreased as if it was not covered.

Surprisingly, covering of the cationic surfactants by
physicochemical means increases their efficiency. Taking advantage of
different auto-aggregation structures is also increasing the efficiency of
the cationic surfactants. It has been observed that different
encapsulation techniques lead to an improved stability under different
circumstances of temperature, pH, humidity and others. It also
improves the stability of the cationic surfactants against the influence

of enzymatic breakdown.

Explanations for this unexpected behaviour may be based on the
fact that the cationic surfactants interact preferably with micro-
organisms than with anionic sites and or enzymes and once it has

made contact to the micro organisms this contact is permanent and
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irreversible. Therefore all these encapsulation techniques lead

eventually to an increase the activity of the cationic surfactants.

Encapsulation techniques may be based on physical methods
(spray chilling, spray drying, rotary disk atomisation, fluid bed coating,
stationary nozzle co-extrusion, centrifugal head co-extrusicn,

submerged nozzle co-extrusion, pan coating, etc.).

Or, on chemical methods (phase separation, solvent evaporation,
solvent extraction, interfacial polymerisation, simple and complex
coacervation, in-situ polymerisation, liposome technology, nano-

encapsulation, etc.).

Due to surfactant characteristics of the cationic surfactants other
potential ways to encapsulate/cover the cationic surfactants or
physically/chemically change the way to add the cationic surfactants
may exist. For example, mixed micelles, emulsions oil in water,
emulsions water in oil, micro emulsions (o/w, w/0 or bicontinuous),
multiple layered emulsion, solubilization of the cationic surfactants in
different solvents or with different salts or products dissolved in order
to change auto-aggregation of the cationic surfactants (micelles (size

and quantity), crystal liquid, etc.), etc.
The following coating agents may be used:

1. vegetable, animal, or mineral oils, e.g. palm oil (35-800°C
melting point);

vegetable, animal or mineral fats;

vegetable or animal biopolymers;

surfactants (non-ionic, anionic, cationic);

lecithin;

o v W

cyclodextrins and
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7. any other suitable product which may cover the cationic

surfactants.
VI. Combination of different efficacy improvements.

In the previous sections 1 to V different preservative systems
have been described, each with the aim of improving the preservative
systems which are known in the art. Different solutions for the
improvement of the biological activity of cationic surfactants such as
LAE have been found. Each of these solutions is capable of improving
the effect achieved by the addition of LAE alone.

It is possible to combine the different solutions described in the
previous sections. In the section I the difference of the biological
activity of different salts of LAE have been described. Salts of
sulphuric acid, hydrochlbric acid and hydrobromic acid were known in
the art and the improvement through the replacement of the counter
ion with other counter ions such as acetate, glutamate and lactate was
surprisingly detected. A further option for improvement is the
combination of cationic surfactants such as LAE with a sait of an
organic or inorganic acid. It was found that the combination of LAE
with a salt of an organic acid such as for instance sodium citrate led to
an improvement of the biclogical efficacy. This proof could be provided
for the usual version of LAE which is the chloride form. It is an obvious
further option according to the invention to combine the different
solutions of the invention. So, it is a further embodiment of the
present invention to combine the different salts of LAE, such as for
instance the acetate salt, the glutamate salt and the lactate salt with a
salt of inorganic or organic acid. In the similar manner the other
embodiments according to the invention may be combined to obtain

further improved embodiments.
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Examples.

The invention is now explained in more detail through the following

examples.

For the determination of the effects achieved by the preservative
systems according to the invention the following experimental methods

are used:
(1) Determination of preservative action in cosmetic products.

The method is based on the Antimicrobial Effectiveness Testing
USP 24™ Edition, 1999 (pp. 1809-1811). Its purpose is the
demonstration that the antimicrobial activity of the preservative
systems according to the invention is enough to avoid unwanted
microbial growth which could have a negative impact on the storage
and use of the preparation, and to prevent the adverse effects of the

contamination (Real Farmacopea Espafiola, 1% Edicién, 1997).

This assay consists of the contamination of the protecting
formulations with an inoculum mixture of 10°® cfu/m! concentration, for
each of the micro-organisms, and the determination of the number of

viable cells in time. This inoculum mixture is composed of the following

microorganisms:

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Candida albicans ATCC 10231

23



15

20

25

30

WO 2007/014380 PCT/EP2005/053735

Aspergillus niger ATCC 16404

Escherichia coli ATCC 8739

The cosmetic composition to be analysed is divided into sterile
containers with 50 g of product for each flask. Each container is
inoculated with 0.5 ml of inoculum (10® cfu/ml). The target
concentration is 10° cfu/ml, approximately. All the containers are kept

at a temperature between 20-25° C and are protected from light.

The level of the microbial contamination is checked at 0 hours, 7
days, 14 days and 28 days. The number of colonies is evaluated by
dilution in buffer peptone with the appropriate neutraliser agent of the
preservative. The culture media used for counting the microorganisms
are: Soya triptone (35-37 °C, 48 hours) for the determination of
bacteria; Sabouraud agar with chloramphenicol for fungi and yeast

(25°C, 3-5 days).

According td Antimicrobial Effectiveness Testing USP 24th Edition,
1999 (pp. 1809-1811), an antimicrobial preservative is considered to
be effective in topically used products made with aqueous bases or
vehicles, non-sterile nasal products and emulsions, including those

applied to mucous membranes, if:

v not less than 2.0 logarithm reduction from the initial calculated
bacteria’s count is reached at 14 days and no increase from the
14 days’ count at 28 days is detected; and

v" no increase from the initial calculated count of yeast and moulds

is observed.

(2) Determination of preservative action in chicken breast.
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Process of preparation

1. Fresh chicken breast was diced to pieces

2. Brine (8.70% sodium chloride and 4.35% tripolyphosphate in
water) was added to the fresh chicken in an amount of 11.5 g
brine per 88.5 g meat in the control preparation and 11.5 g brine
and 88.4 g meat in the preparations treated with preservative,

3. Brine and meat were mixed during 15 minutes, in the

. preparations treated with preservative the preservative was

added after 14 minutes in an amount of 0.2 g/kg.

4, Vacuum refrigerate tumbling was made during 30 minutes.

5. Samples were vacuum-packed in sterile bags and they were
cooked at 85°C for 30 minutes.

6. The cooked chicken was refrigerated at 40C.

7. The cooked chicken was diced in irregular shapes.

8. Then, the nuggets were stored at 10°C in sterile vacuum-packed

bags.

Analysis

Samples were analysed in triplicate (aerobic total count)
after storage for 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 and 56 days.
Aerobic total count was analysed by stomaching 25 g of each sample in
225 g of buffered peptone water. Dilutions were made in buffered
peptone water. Tryptone Soya Agar was harvested with each dilution
and incubated at 35°C for 48 hours.
The mean value in log cfu/g of three samples per treatment and day of

analysis was calculated.

(3) Determination of préservative action in bratwurst sausage.
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Bratwurst sausage

Process of preparation

The ingredients for all samples were : minced pork back, underbelly,
spices, salt and additives (milk protein, diphosphate, antioxidant (E-

300) and flavour enhance (E-621)).

1. On the cutter the minced pork back meat was ground and the
ingredients were added in this order: the additives (except the
preservative system), the underbelly, the spices and the preservative
system (such as the cationic surfactant alone or in combination with
other products). Ice was also added for controlling the temperature
(maximum 5°C) of the meat. The mixing time was 12 minutes.

2. The mass was vacuum mixed (92%) for 1 minute.

3. The mixture was stuffed into natural casings. The casihgs
were previously soaked in a salted water solution for 30 minutes.

4. The bratwurst sausages were put in a cooking trolley. Cooking
took place in a oven at 80°C for 1 hour,

5. After cooking, the bratwurst sausages were sprayed with cool
water for 5 minutes and put in a cold-storage room (0-5°C , 24 hours).

6. The next day, bratwurst sausages were packed (each packed
contained five sausages) and pasteurised at 80°C for 30 minutes and
then. After, they were soaked in cool water for 30 minutes.

7. Finally, the bratwurst sausages were labelled and stored at

50C for 90 days.

Analysis

Samples were analysed (aerobic total count) for up to 90 days.
Aerobic total count was analysed by stomaching 25 g of sausage in
225 g of buffered peptone water. Dilutions were made in buffered
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peptone water. Tryptone Soya Agar was harvested with each dilution
and incubated at 35°C for 48 hours.
Average values in log cfu/g of three samples per treatment and day of

analysis were calculated.

(4) Determination of preservative action in soaked chick-peas.

Soaked chickpeas

Chickpeas are the principal ingredients in a lot of ready-to-eat
meals. Before cooking them, chickpeas have to be soaked in water at
room temperature for 24 hours. During this period, fermentation
processes may occur and therefore,l chickpeas would not be suitable
for eating. The soaking process cannot be made at refrigeration

temperatures, because the structure of the chickpeas could be

damaged.

Process of preparation

1. Chickpeas were soaked in water for 24 hours at 30°C and 50%
HR (in treated samples preservative was added at this point);

and
2. after 24 hours the chickpeas were strained.

Analysis

Samples were analysed (aerobic total count and concentration of the
cationic surfactant) by triplicate for 24 hours.
Aerobic total count was analysed by stomaching 25 g of chickpeas in

225 g of buffered peptone water. Dilutions were made in buffered
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peptone water. Tryptone Soya Agar was harvested with each dilution

and incubated at 35°C for 48 hours.
Average values in log cfu/g of three samples per treatment and day of

analysis were calculated.
LAE was analysed by HPLC using an internally validated method.

In the following specific examples the products according to the
invention and the antimicrobial effects displayed by them are described

in more detail.

Exampie 1 (Reference).

Preparation of LAE chloride
Preparation of LAE chloride (LAE) was performed in the manner as
described in the international patent applications WO 96/21642 and

WO 01/94292.

Example 2.
Preparation of LAE acetate

The resin Amberlite IRA402 (as the chloride form) was washed with
water. A solution of sodium acetate (Fluka) was introduced and
thereafter the resin was washed with water again. A solution of LAE
was introduced in the resin column and fractions were collected. The

collected fractions were lyophilzed. LAE acetate is obtained as a solid

white powder.
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Example 3.

Preparation of LAE lactate.

The resin Amberlite IRA402 (as the chloride form) was washed with
water. A solution of sodium lactate (Fluka) was introduced and
thereafter the resin was washed with water again. A solution of LAE
was introduced in the resin column and fractions were collected. The

collected fractions were lyophilzed. LAE lactate is obtained as a solid

white powder.

Example 4.
Preparation of LAE glutamate.

The resin Amberlite IRA402 (as the chloride form) was washed with
water. A solution of sodium glutamate (Fluka) was introduced and
thereafter the resin was washed with water again. A solution of LAE
was introduced in the resin column and fractions were collected. The
collected fractions were lyophilzed. LAE lactate is obtained as a solid

white powder.

Example 5.

LAE encapsulated with palm oil (LAE +palm)

20 g hot molten palm oil was sprayed at 60°C over 80 g LAE in a High
Shear Mixer machine. The final product was cooled to room

temperature.

Palm oil was obtained at the company Vandermocortele.
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Example 6.
LAE emulgated with soybean oil (LAE+emSy)

20 g LAE was dissolved in 60 g hot water, stirring with Ultra Turrax ®,

was performed, 20 g soybean oil was added slowly under stirring and

the final product was cooled very fast.

Soybean oil was obtained at the company Mateo.

Example 7.
LAE in lecithin (LAE+leci)

10 g LAE and 10 g lecithin were dissolved in THF at 30°C, evaporating
THF at 70°C, dispersing the mix in water and extrusion through a 200

nm membrane 5 times.

Lecithin was obtained at Aldrich.
Example 8.

LAE with tween 20 (LAE+T20)

20 g LAE Cl and 20 g Tween 20 were dissolved in 60 g water.

Tween was obtained at Panreac.

Example 9.

Salts of cationic surfactants
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Application in food products

As a test method the determination of the preservative action in

chicken breast was chosen.

Treatments

The preparation of the products used in this example has been

described in examples 1 to 4.

1. Control (no treatment added) : Bl

2. LAEO0.2 g/kg : LAE

3. LAE acetate 0.2 g/kg : LAE Ac
4, LAE lactate 0.2 g/kg : LAE La
5. LAE glutamate 0.2 g/kg : LAE GlI

All concentrations in the above treatments relate to the amount of

the preservative cationic surfactant per kg of final product.

Results

The experimental data are provided in table 1. A graphical

represéntation is displayed in figure 1.

Samples of cooked chicken treated with LAE have counts below 4.0 log

cfu/g for 5 weeks.
Control samples at the same time have 6.7 log cfu/g which can be

considered as being already spoiled.
In contrast, samples of chicken treated with LAE" combined with

acetate, tactate or glutamate have counts below 4.0 log cfu/g even at

8 weeks (3 weeks later than with LAE).
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At 8 weeks samples of chicken treated with LAE combined with
acetate, lactate or glutamate are 1.5 log cfu/g below samples of
chicken treated with LAE. |

All treated samples have a nice and correct appearance at the end of
the experiment.
Control samples at 8 weeks have arrived to 8.3 log cfu/g, they smell

very badly and the presence of viscous liquid is detected.
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Table 1.
Results of aerobic total count
Bl LAE LAE Ac | LAE La | LAE GI Days
1 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
2 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 0
3 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0

All results expressed in log cfu/g
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Example 10.

Salts of cationic surfactants

Apblication in cosmetic products

As a test method the above method for the determination of

preservative action in cosmetic products was chosen.

Oil in water emulsion

The composition of the cosmetic formulation in oil-in-water

emulsion, with non-ionic surfactant, is (in g):

Polysorbate 60 3.00
Sorbitan stearate 2.00
Cetyl alcohol 1.00
Paraffinum . 3.00
Isopropy! myristate 3.00
Caprylic-caproic triglycerides 3.00
Dimethicone 0.50
Propylene glycol 3.00
Cellulose gum 0.25
Carbomer 940 0.10
Triethanolamine 0.10
Agua 100 c.s.p.

The used products were obtained at the following sources:
Polysorbate 60: Unigema; sorbitan stearate: Unigema; cety! alcohol:
Degussa; paraffinum: Impex; isopropyt myristate: Degussa; caprylic-
caproic triglycerides: Degussa; dimethicone: Degussa; propylene
glycol: Quimidroga; cellulose gum: Hercules; carbomer 940: Degussa

and triethanolamine: Quimidroga.
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The preparation of the oil in water emulsion was as follows: the
oil ingredients (polysorbate 60, sorbitan stearate, cetyl alcohol,
paraffinum, isopropyl myristate, caprylic-caproic triglycerides,
dimethicone) were mixed together and heated at 75°C. The water
phase (consisting of propylene glycol, cellulose gum, carbomer 940
and aqua) was also heated to 75°C.

The oil phase was added to the water phase under stirring of
approximately 5000 rpm by Ultraturrax. The emulsion was completed
in 2 minutes. The emulsion was cooled fast to room temperature while

stirring at a low speed of 20 rpm. Triethanolamine was added to

adjust the pH to 6-7.

This formulation is completed with the different preservative
systems and their capacity of preservation is evaluated against the

formulation without LAE (control).

1. Control (no treatment added) : BI

2. LAE 0.2 g/kg : LAE

3. LAE acetate 0.2 g/kg : LAE Ac
4. LAE lactate 0.2 g/kg : LAE La
5. LAE glutamate 0.2 g/kg : LAE Gl

The indicated concentration is in g per kg of the oil in water

emulsion.

The results are shown in the next table 2,
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Table 2.
Micro- BI LAE |LAE Ac | LAE La | LAE GI
organism

0 Aerobes 6.5 6.2 6.0 6.1 6.1

days Moulds 4.4 4.3 4.1 4.2 4.1

Yeast 5.5 5.6 5.3 5.4 5.6

- Aerobes 6.9 3.5 2.5 2.2 2.3
days Moulds 3.1 < 2.0 < 2.0 < 2.0 < 2.0

Yeast 4.9 3.4 2.1 2.2 2.4

14 Aerobes 7.3 3.0 < 2.0 < 2.0 < 2.0
days Moulds 3.4 < 2.0 < 2.0 < 2.0 < 2.0
Yeast 4.7 2.6 < 2.0 < 2.0 < 2.0

The results are provided in log cfu/g.

At 28 days no increase is detected compared with the count at

14 days.

Therefore, it is clear that oil in water emulsions treated with LAE
10 and LAE™X where X is acetate, lactate and or glutamate are

effectively preserved.

Changing the counterion CI” for other anions (such as acetate,
lactate or glutamate) increases log reductions of inoculated
15 microorganisms by more than 1 log cfu/ml.
Preservation with LAE* X~ where X is acetate, lactate and or

glutamate is improved compared to LAE.

20 Example 11.

Combination with salts of organic/inorganic acids

Application in food products
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The test method of the determination of preservative action in

bratwurst sausage was used.

Treatments
1. Control {no treatment added) Control
2. LAE 0.2 g/kg LAE
3. LAE 0.2 g/kg + sodium citrate 3.0 g/kg LAE+NaC
4. LAE 0.2 g/kg + sodium hexametaphosphate 3.0 g/kgLAE+NaP

Sodium citrate was obtained at: Quimidroga, sodium

hexametaphosphate at BK Giulini Chemie.

All concentrations in the above treatments relate to the amount of

preservative compound per kg bratwurst sausage.

Microbiological results

In table 3 and the corresponding figure 2 it is shown that at day
45 the control samples have a recount over 4 log cfu/g, however the
samples treated with LAE have 2.8 log cfu/g and the samples treated
with combinations of LAE with sodium citrate and sodium
hexametaphosphate have 2.0 log cfu/g.

At day 75 the control samples are considered to be spoiled,
samples treated with LAE have already a recount over 4 log cfu/g and
if the samples are treated with the combinations of LAE with sodium
citrate and sodium hexametaphosphate this recount is improved, 3 log
cfu/g.

So, a treatment of LAE in combination with salts is even more effective

than a treatment with LAE alone.
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Over 90 days all the samples treated with LAE alone or in

combination have a good color, appearance and color but in control

samples a viscous liquid was observed in the surface of the bratwurst.

Tabte 3.

Results for aerobic total count

Control LAE |LAE+NaCLAE+NaP Days
1 2.0 2.0 2.0
2 2.0 2.0 2.0 0
3 2.0 2.0 2.0
15
30
45
60
75
a0

The results expressed in log cfu/g
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Physico-chemical results

The evolution of the pH of the four treatments was analysed
during the 90 days. No difference between the pH values in any of the
treated and the control samples was observed. So, the addition of LAE
combined with salts did not influence the pH characteristics of the

bratwurst sausages.

Example 12.

Combination with salts of organic/inorganic acids

Application in cosmetic products

As a test method the above method for the determination of
preservative action in cosmetic products was chosen.
Bath gels

The following composition of a formulation for a bath gel was

prepared (in g):

Sodium lauryl sulfate (sol. 27%) 14.00
Cocamidopropy! betaine 6.00
Disodium cocoamfoacetate 6.00
Lactic acid 0.25
Sodium chioride 0.50
Aqua 100 c.s.p.

This formulation is applied in bath gels.
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The used products were obtained at the following sources:

sodium lauryl sulfate: Cognis; cocamidopropyl betaine: Degussa;

disodium cocoamfoacetate: Impex; lactic acid: Purac and sodium

chloride: Panreac.

LAE+NaC

5
This formulation is completed with the different treatments and
their capacity of preservation is evaluated against the formulation
without LAE (control).
10 1. Control {(no treatment added) Control
2. LAE 0.2 g/kg LAE
3. LAE 0.2 g/kg + sodium citrate 3.0 g/kg
4. LAE 0.2 g/kg+ sodium hexametaphosphate 3.0 g/kgLAE+NaP
15 Microbiological results
The experimental data are provided in table 4.
Table 4.
20
Micro- LAE+ LAE+
organism Control| LAE NaC NaP
0 Aerobes 6.6 6.2 6.3 6.3
d Moulds 4.7 4.5 4.6 4.7
ays :
Yeast 4.9 4.3 4.7 4.5
7 Aerobes 7.0 4.2 2.5 2.5
d Moulds 4.3 2.3 < 2.0 < 2.0
ays
Yeast 5.1 2.8 < 2.0 < 2.0
14 Aerobes 7.7 3.0 < 2.0 < 2.0
d Moulds 3.9 < 2.0 < 2.0 < 2.0
ays
Yeast 5.4 < 2.0 < 2.0 < 2.0

The results are expressed in log cfu/g
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No counts of aerobes, moulds and yeast were observed at day
28. According to the results of the study, if a bath gel is treated with
the combinations of LAE with sodium citrate and sodium

hexametaphosphate, it is effectively preserved.

A treatment of the bath gel with citrates or phosphates reduces the
log of inoculated microorganisms by more than 2 log cfu/ml. The
combined preservative has an even better efficacy as a preservative

than LAE without salts.

Physico-chemical results

The evolution of the pH of the four treatments was
analysed during the 28 days. No difference between the pH values in
any of the treated samples or control samples was observed. So, the
addition of LAE combined with salts did not influence the pH

characteristics of the bath gel.

Example 13.

Combination of cationic surfactants with another ester compound

Application in food products

The test method of the determination of the preservative action and

the concentration in chick peas was used.

Treatments
1. Control (no treatment added) Bl
2. LAE 0.2 g/kg was added in soaking water LAE
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3. LAE 0.2 g/kg+triethylcitrate 1.0 g/kg were added in soaking

water LAE+tECit
4. LAE 0.2 g/kg+ethyl arginate 1.0 g/kg were added in soaking
water LAE+EtAr
5
Results of LAE concentration
In figure 3 and the table 5 the data expressed as % of initial
concentration are displayed |
10

As can be observed from the figure and the data in the table, the
hydrolysis of LAE reaches nearly 10% of the original dose after 24

hours.
On the other hand, this hydrolysis is delayed in the combination
15" of LAE with triethyl citrate and with ethyl arginate. At 24 hours the

initial dose is maintained for both treatment.
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Table 5.
Concentration data (HPLC method) expressed as % of initial dose

Bl LAE |LAE+tECitLAE+EtAr| Hours
1 0 100 100 100
2 0 100 99 101 0
3 0 101 102 100

1
pl
4
3
e
1
2
3 8
=
1
2
1
3 °
24

Results of aerobes in chickpeas

The experimental data are provided in table 6. A graphical

representation is displayed in figure 4.

samples of soaked chickpeas treated with LAE, had counts
slightly above 4.0 log cfu/g after 24 hours of soaking.
Control samples at the same time had 8.4 log cfu/g, which can

be considered as being already spoiled.
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In contrast, samples of chickpeas treated with LAE in
combination with ethy! arginate or triethy! citrate had counts around
3.0 log cfu/g after 24 hours of soaking (1 log lower than with LAE).

After 24 hours samples of chickpeas treated with LAE mixed with
ethyl arginate or LAE mixed with triethylcitrate were 1.0 log cfu/g
below samples of chicken treated with LAE.

All treated samples had a nice and correct appearance at the end
of the experiment.

Control samples even at 16 hours had arrived to 7.3 log cfu/g
and the smell was very badly and the general appearance was not
appealing.

Table 6.

Results for aerobic total count

Bl LAE |LAE+tECit LAE+EtAr| Hours

1 2.0 2.0 2.0 2.0
2.0 2.0
2.0 2.0

Results exbressed in logﬁ‘c%u/wg
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Example 14.

Combination of cationic surfactants with cationic molecules

Application in food products

As a test method the determination of preservative action in chicken

breast was chosen.

Treatments
1. Control (no treatment added) : - Bl
2. LAE 0.2 g/kg : LAE
3. LAE 0.2 g/kg + ethyl arginate 1.0 g/kg : LAE+EtAr

Ethyl arginate was obtained at Aldrich.

All concentrations in the above treatments relate to the amount of

preservative compound per kg meat.
Results

The results are shown in the next table 7. A graphical

representation is displayed in figure 5.

Samples of cooked chicken treated with LAE, have counts below 4,0
log cfu/g for 5 weeks.
Control samples at the same time have 6.9 log cfu/g which can be

considered already spoiled.
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In contrast, samples of chicken treated with LAE mixed with ethyl
arginate have counts below 4,0 log cfu/g even at 8 weeks (3 weeks
later than with LAE).

At 8 weeks samples of chicken treated with LAE mixed with ethyl
arginate are 1.5 log cfu/g below samples of chicken treated with LAE.

All treated samples have a nice and correct appearance at the end of
the experiment.
Control samples at 8 weeks have arrived to 8.5 log cfu/g smell very

badly and the presence of viscous liquid is detected.
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Table 7.
Result_s of aerobic total count

Bl LAE |LAE+EtAr

1 2.0 2.0 2.0
2 2.0 2.0 2.0 0
3 2.0 2.0 2.0

Days

14

21

28

35

42

49

56

5 Results expressed in log cfu/g
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Example 15,

Combination of cationic surfactants with cationic molecules

Application in cosmetic products

As a test method the above method for the determination of

preservative action in cosmetic products was chosen.

Bath gels

The following composition of a formulation for a bath gel was

prepared (in g):

Sodium lauryt sulfate (sol. 27%) 14.00

Cocamidopropyl betaine 6.00
Disodium cocoamfoacetate 6.00
Lactic acid 0.25
Sodium chloride 0.50
Agua 100 c.s.p.

The used products were obtained at the following sources:
sodium lauryl sulfate: Cognis; cocamidopropy! betaine: Degussa;

disodium cocoamfoacetate: Impex; lactic acid: Purac and sodium

chioride: Panreac.

This formulation is applied in bath gels to obtain an aqueous

solution.

This formulation was completed with the addition of different
preservatives and their capacity of preservation was evaluated against

the formulation without LAE (control).
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1. Control (no treatment added) Bl

2. LAE 0.2 g/kg LAE

3. LAE 0.2 g/kg + ethyl arginate 1.0 g/kg LAE+EtAr
5 The indicated concentration is in g per kg of the formulation.

The results are shown in next table 8.

Table 8.
10

Microorganism Bl LAE |LAE+EtAr
Aerobes 6.6 6.1 6.3

0 days |Moulds 4.0 4.1 4.2
Yeast 4.5 4.3 4.5
Aerobes 7.4 3.0 2.5

7 days [Moulds 3.1 < 2.0 < 2.0
Yeast 4.3 3.3 2.1
Aerobes 7.9 2.6 < 2.0

14 days [Moulds 3.4 < 2.0 < 2.0
Yeast 4.6 2.6 < 2.0

The results are provided in log cfu/g

At 28 days no increase was detected compared with the count

15 after 14 days.

In conclusion, it is clear that a bath ge! treated with a combination

of LAE with ethyl arginate is effectively preserved.

20 The addition of ethyl arginate increases log reductions of inoculated
microorganisms by more than 1 log cfu/mL.
Preservation with LAE mixed with ethyl arginate is improved

49



10

20

25

30

WO 2007/014580 PCT/EP2005/053735

Example 16.

Encapsulation of cationic surfactants

Application in food products

Cooked chicken breast

Treatments
1. Control {(no treatment added) Bl
2. LAE 0.2 g/kg LAE
3. LAE encapsulated with palm oil 0.20 g of LAE/kg LAE+palm
4. LAE emulsion with soya oil 0.20 g of LAE/kg LAE+emSy
5. LAE in lecithin 0.20 g of LAE/kg LAE+leci
6. LAE with tween 20 at 0.20 g of LAE/kg LAE+t20
Results

The experimental data are provided in table 9. A graphical

representation is displayed in figure 6.

Samples of cooked chicken treated with LAE, have counts below

4.0 log cfu/g for 5 weeks.
Control samples at the same time have 6.9 log cfu/g which can

be considered already spoiled.
In contrast, samples of chicken treated with LAE encapsulated

with different technologies have counts below 4.0 log cfu/g even at 8

weeks (3 weeks later than with LAE).
All treated samples have a nice and correct appearance at the

end of the experiment.
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Table 9.

Results for aerobic total count

Bl | LAE LAE+palmLAE+emSyLAE+leciLAE+t20

Days
1 2.0] 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
2 20! 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 0
3 201 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0

5 Results expressed in log cfu/g
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Example 17.

Encapsulation of cationic surfactants

Application in cosmetic products

0il in water emulsion with an ionic emulsifier

The composition of an oil-in-water emulsion with an ionic

emulsifier, used as cosmetic formulation, is (in g):

Stearic acid 1.90
Glyceryl stearate S.E. 2.80
Cetyl alcohol 1.80
Paraffinum 3.10
Isopropyl myristate 3.00
Caprylic-caproic triglycerides 3.00
Dimethicone 0.40
Propylene glycol 3.00
Cellulose gum 0.50
Triethanolamine 1.05
Aqua 100 c.s.p.

The used products were obtained at the following sources:
stearic acid: Unigema; glyceryl stearate: Degussa; cetyl alcohol:
Degussa; paraffinum: Impex; isopropyl myristate: Degussa; caprylic-
caproic triglycerides: Degussa; dimethicone: Degussa; propylene

glycol: Quimidroga; cellulose gum: Hercules and triethanclamine:

Quimidroga.

The preparation of the oil in water emulsion with an ionic

emulsifier was as follows: the oil ingredients (stearic acid, glyceryl
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stearate S.E., cetyl alcohol, paraffinum, isopropyl myristate, caprylic-
caproic triglycerides, dimethicone) were mixed together and heated at
75°C. The water phase (consisting of propylene glycol, cellulose gum,
triethanolamine and aqua) was also heatéd to 75°C.

The oil phase was added to the water phase under stirring of
approximately 5000 rpm by Ultraturrax. The emulgation was
completed in 2 minutes. The emulsion was cooled fast to room
temperature while stirring at a low speed of 20 rpm. Triethanolamine
was added to adjust the pH to 6-7.

This formulation is completed with the different treatments and
their capacity of preservation is evaluated against the formulation

without LAE (controf).

1. Control (no treatment added) Bl

2. LAE 0.2 g/kg LAE

3. LAE encapsulated with palm oil 0.20 g of LAE/kg LAE+palm
4. LAE emulsion with soybean oil 0.20 g of LAE/kg LAE+emSy
5. LAE in lecithin at 0.20 g of LAE/kg LAE+leci
6. LAE with tween 20 at 0.20 g of LAE/kg LAE+t20

The experimental data are provided in table 10.
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Table 10.
Micro- LAE+ | LAE+ | LAE+ | LAE+
Bl LAE
organism palm | emSy leci t20
Aerobes 6.4 6.1 6.1 6.3 6.2 6.0
O .
Moulds 4.4 4,1 4.2 4.1 4.3 4.3
days
Yeast 55 5.3 5.5 5.2 5.4 5.3
Aerobes 7.2 4.0 2.9 2.5 2.4 2.7
7
Moulds 4.1 2.9 <20 <20 | <20 | <2.0
days
Yeast 5.9 3.8 2.0 <2.0 2.5 3.1
Aerobes 8.0 2.9 <20 | <20 | <20 | <20
14
Moulds 5.9 <201} <20 <2.0 < 2.0 < 2.0
days
Yeast 6.6 2.5 < 2.0 < 2.0 < 2.0 < 2.0

5 The results are in log cfu/g

At 28 days no increase has been detected from the 14 days’ count.

v' Therefore, is clear that oil in water emulsion with an ionic

10 emulsifier treated with LAE at 0.2 g/kg (LAE), LAE encapsulated
with palm oil at 0.20 g of LAE/kg (LAE+palm}), LAE emulsion with
soybean oil at 0.20 g of LAE /kg (LAE+emSy), LAE in lecithin at
0.20 g of LAE /kg (LAE+leci) and LAE with tween 20 at 0.20 g of
LAE /kg (LAE+t20) are effectively preserved.

Treatments of covered/encapsulated LAE (LAE encapsulated with

palm oil at 0.20 g of LAE/kg (LAE+palm), LAE emulsion with soya oil at
0.20 g of LAE /kg (LAE+emSy), LAE in lecithin at 0.20 g of LAE /kg
(LAE+leci) and LAE with tween 20 at 0.20 g of LAE /kg (LAE+t20))
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increase log reductions of inoculated micro organisms by more than 1

log cfu/mL.

Therefore treatments of the covered/encapsuiated LAE lead to

improved results compared to LAE.

Example 18.

Encapsulation of cationic surfactants and combination with salt and

ester compounds

Application in food products

Cooked chicken breast

Treatments
1. Control (no treatment added) BI
2. LAE at 0.2 g/kg LAE

3. LAE acetate in lecithin at 0.2 g of LAE/kg + ethyl arginate at 1.0

g/kg + sodium citrate at 3.0 g/kg + triethylcitrate at 1.0 g/kg
LAE+SYN

' The results are shown in the next table 11.
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BI LAE LAE+SYN ..
1 5.0 3.0 7.0
2 5.0 2.0 5.0 .
3 2.0 2.0 2.0
7
14
21
:
>
2 28
€
1 .
> 73 3.7 2.0
3 6.9 3.7 2.0 35
42
. . 21
> 8.4 5.0 2.0
3 8.5 5.2 2.0 49
56

Results éxpressed in log cfu/g
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Samples of cooked chicken treated with LAE, had counts below 4.0 log

cfu/g for 5 weeks.

Control samples at the same time had 7.1 log cfu/g, which can be
considered already spoiled.

In contrast, samples of chicken treated with LAE+SYN had counts
below 2.5 log cfu/g even at 8 weeks.

At 8 weeks samples of chicken treated with LAE+SYN were 3.5 log
cfu/g below samples of chicken treated with LAE.

All treated samples had a nice and correct appearance at the end of
the experiment,

Control samples at 8 weeks had arrived to 8.6 log cfu/g. They smelt

very badly and the presence of viscous liquid was detected.

Example 19,

Application in cosmetic products

As a test method the above method for the determination of

preservative action in cosmetic products was chosen.

Bath gels

The following composition of a formulation for a bath gel was

prepared (in g):

Sodium lauryl sulfate (sol. 27%) 14.00

Cocamidopropy! betaine 6.00
Disodium cocoamfoacetate 6.00
Lactic acid 0.25
Sodium chloride 0.50

o8



10

20

25

WO 2007/014580 PCT/EP2005/053735

Agua 100 c.s.p.

The used products were obtained at the folfowing sources:
sodium lauryl sulfate: Cognis; cocamidopropyl betaine: Degussa;
disodium cocoamfoacetate: Impex; lactic acid: Purac and sodium

chioride: Panreac.

This formulation is applied in bath gels to obtain an aqueous

solution.

This formulation was completed with the addition of different
preservatives and their capacity of preservation was evaluated against

the formulation without LAE (control).

1. Control (no treatment added) Bl

2. LAE at 0.2 g/kg LAE
3. LAE acetate in lecithin at 0.2 g of LAE/kg + ethyl arginate at 1.0

g/kg + sodium citrate at 3.0 g/kg + triethylcitrate at 1.0 g/kg
LAE+SYN

The experimental data are provided in table 12. A graphical

representation is displayed in figure 7.
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Table 12.
Micro BI LAE |LAE+SYN
organism
0 Aerobes 6.3 | 6.0 6.1
days Moulds 4.3 4.1 4.3
Yeast 4.1 4.5 4.5
7 Aerobes 7.2 3.3 < 2.0
days Moulds 3.5 2.0 < 2.0
Yeast 4.8 3.5 < 2.0
14 Aerobes 8.2 2.9 < 2.0
d Moulds 3.8 < 2.0 < 2.0
ays
Yeast 5.4 2.3 < 2.0
Results in log cfu/g
5
At 28 days no increase has been detected from the 14 days’ count.
Therefore, is clear that bath gel treated with LAE+SYN is effectively
preserved because:
10
v" More than 2,0 logarithm reduction from the initial calculated
~bacteria’s count is reached at 14 days and no increase from the
14 days’ count at 28 days is detected
v No increase from the initial calculated count of yeast and mouids
15 is observed.
LAE+SYN increases log reductions of inoculated micro organisms by
more than 1 log cfu/mL.
Preservation with LAE+SYN is improved compared to LAE alone.
20
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CLAIMS

1. Preservative system which comprises a cationic surfactant,
5 derived from the condensation of fatty acids and esterified dibasic

amino acids, having the formula:

COOR, o
R;—{(CH,), X
NHR,

where:

X is an anion derived from organic or inorganic acids, the inorganic
10 acids not comprising hydrochloric acid, hydrobromic acid and sulfuric

acid;

Ri: is a straight alky! chain of a saturated fatty acid or a hydroxy acid

having 8 to 14 carbon atoms linked to the a- amino group via an

amide bond;
15 Rj: is a straight or branched alkyl chain from 1 to 18 carbon atoms or

aromatic;
Rs: is:
—NH;
NH;
—NH—
NH,
/i NJH
NH

20
" where n can be from 0 to 4.
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2. Preservative system according to claim 1, wherein the anion X- is
derived from lactic acid, glutamic acid, acetic acid, citric acid, fumaric
acid, maleic acid, gluconic acid, lauric acid, phosphoric acid, tertiary

5 butyl hydroquinone or propylparaben.

3. Preservative system which comprises a cationic surfactant,
derived from the condensation of fatty acids and esterified dibasic

amino acids, having the formula:

COOR, o
R3—(CHy)y X
NHR,

where:

X is Br, CI', or HSQ, other suitable anion,

Ri: is a straight alkyl chain of a saturated fatty acid or a hydroxy acid
having 8 to 14 carbon atoms linked to the - amino group via an

15 amide bond;
Ry: is a straight or branched alkyl chain from 1 to 18 carbon atoms or

aromatic;
Rs: is:
_NH3
NH,
—NH—<
NH
20 2
@;
NH

where n can be from 0 to 4, and

at least one salt of an organic or inorganic acid,
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with the proviso that the salt of the organic or inorganic acid is not a

salt of sorbic acid.

4, Preservative system according to claim 3, wherein the at ieast
one salt is sodium citrate, sodium acetate, sodium glutamate, sodium
fumarate, sodium malate, sodium gluconate, sodium laurate, sodium
lactate, sodium hexametaphosphate, sodium tertiary butyl
hydroquinonate, sodium propylparabenate, hydrochloride of

glucosamine or hydrochloride of ethanolamine.

5. Preservative system which comprises a cationic surfactant,
derived from the condensation of fatty acids and esterified dibasic

amino acids, having the formula:

COOR, o
R3_(CH2)n X
NHR;

where:

X is Br, ClI', HSO4 or other suitable anion;

R:: is a straight alkyl chain of a saturated fatty acid or a hydroxy acid
having 8 to 14 carbon atoms linked to the a- amino group via an
amide bond;

R,: is a straight or branched alkyl chain from 1 to 18 carbon atoms or
aromatic;

Rs: is:
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Y
NH '

where n can be from 0 to 4, and
at least one ester compound, amide or enzyme inhibitor.

6. Preservative system according to claim 5, wherein the at least
one ester compound is ethyl arginate, triethylcitrate, triacetin, diacetin,

acetamide of arginine, genistein or sugar and peptides of lupin.

7. Preservative system which comprises a cationic surfactant,
derived from the condensation of fatty acids and esterified dibasic

amino acids, having the formula:

COOR; o
R;—(CHy)n X
NHR;

where:

X is Br’, ClI', HSO4 or other suitable anion;

R.: is a straight alky! chain of a saturated fatty acid or a hydroxy acid
having 8 to 14 carbon atoms linked to the a- amino group via an
amide bond;

R>: is a straight or branched alkyt chain from 1 to 18 carbon atoms or

aromatic;
R31 is:
""“NHJ
NH;
—NH—
NH,
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/ NH
NH
where n can be from 0 to 4, and

at teast one cationic molecule.

8. Preservative system according to claim 7. wherein the at least
one cationic molecule is ethyl arginate, glucosamine, chitosan,

oligomers of chitosan or glutamic acid.

9. Preservative system which comprises a cationic surfactant,
derived from the condensation of fatty acids and esterified dibasic

amino acids, having the formula:

COOR, o
R3—(CHon—< X
NHR,

where:
X" is Br,, CI', or HSQO, other suitable anion,

R;: is a straight alkyl chain of a saturated fatty acid or a hydroxy acid
having 8 to 14 carbon atoms linked to the a- amino group via an

amide bond;
R,: is a straight or branched alkyl chain from 1 to 18 carbon atoms or

aromatic;
R3: is:
—NH,
NH,

—NH—¢,
NH;
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0y
NH

where n can be from 0 to 4, wherein

the cationic surfactant is in an encapsulated form.

10. Preservative system according to claim 9, wherein the at least

one encapsulated form is an emuision oil in water.

11. Preservative system according to claim 9 or 10, wherein the oil

used is palm oil (35-80°C melting point), soy bean oil or sun flower oil.

"12. Preservative system according to claim 1 or 2, in combination

with one or more of the further claims 3 to 9.

13. Preservative system according to claims 1 to 12, wherein the

cationic surfactant is the ethyl ester of the lauramide of arginine.

14. Preservative system according to claims 3 to 12, wherein the

cationic surfactant is the ethyl ester of the lauramide of arginine and X

is chloride.

15. Use of preservative system according to any claims 1 to 14 for

the preservation of food products.

16. The use according to claim 15 for the preservation of meat,
poultry products, fish, crustaceans, vegetables, greens, emulsions,
sauces, confectionery, bakery, dairy products, egg-based products,

jams, jellies, beverages, juices, wines and beers,

17. Use of preservative system according to claims 1 and 14 for the

preservation of cosmetic products.
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18. The use according to claim 17 for the preservation of cosmetic
products containing fatty compounds such as mineral oil, animal oil,
vegetal oil, from synthesis and silicon, and also alcohol, fatty acids and
waxes, organic solvents, surface active agents, solubilizers and ionic
and non-ionic emulsifiers, thickening agents and jellying hydrophilic
agents such as carboxyvinylic polymers (eg. carbomer), acrylic
copolymers (eg. acrylates and alkylacrylates), polyacrylamides,
polysaccharides, natural gums (eg. xanthan gum), thickening agents
and jellying lipophilic agents such as modified clays (eg. bentonite),
fatty acid metallic salts, hydrophobic silica and polyethylene, perfumes
and essential oils, softeners, excipients, antioxidants, sequestrants,
opacifiers, filters, colouring compounds, and pigments, and hydrophilic

or lipophilic active ingredients.

19. Cosmetic compositions for skin care, oral care and body odour
control comprising the preservative system as defined in any of claims

1to 13.
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La presente invencidén se refiere a nuevos sistemas
congervadores a base de tensicactivos catidnicos.

Es conocido en el arte utilizar un sistema conservador gue
comprende un tensioactivo catidénico derivado de la
condensacién de 4acidos grasos y aminoidcidos dibé&sicos

esterificados de la férmula (1):

COOR, o
R3;—(CH3)n X
NHR;

(1)

en la cual:

X" representa Br * Cl , o HSO, ,

R; representa una cadena alquilica ‘recta de un acido graso
saturado o un hidroxidcido de 8 a 14 atomos de carbono.ligado
al grupo o-amino a través de una ligadura amidica,

R, repregenta cadena alquilica recta o ramificada de 1 a 18
étémos de carbono o un grupo aromatico vy

R3; representa:
- NH3
H;

N
—NH~<
NH

2
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utilizados en la industria alimentaria. Debido a su composicidn

los productos alimenticios son susceptibles de actuar como medio

i
|
i

de cultivo para micrporganismos y esto constitgye un rie$go
posible para la salud humana. En‘ consecuencia los productos
alimenticios necesitan una buena proteccidn contra contaminacidén.
microbiana. Durante su uso prolongado la clase de 103
tensiocactivos catiénicos ha demostrado ser altamente eficaz
contra la proliferacién microbiana y al mismo tiempo segura para
la ingestidén por seres humanos y mamiferos en general . i
Debido a su composiciéﬁ, muchos productos cosméticos pueéen
actuar como medic de cultivo para microorganismos y esto puéde
posiblemente causar modificaciones en la préparacién cosméticg v
constituir también un riesgo para. la salud humana. EEn
conseguencia, una composicidén cosmética requiére necesariamente
una buena proteccidn contra contaminacidn microbioldgica. Por ﬁal
moti#o, ge utiliza un gran nimero de conservadores para inﬁibif o
reducir la poblacién microbiana. |
.a mayor parte .de los sistemas conservadores utiliza@os
actualmente muestra incompatibilidades con la piel huﬁana, taies

como irritaciones y alergias y también son tdxicos para seres

humanos. Por otra parte, se ha demostrado que los tensioactivos

I
1

. . + - . - . . . -‘ -
catidénicos derivados de A&cido léurico y arginina son sustanclas

-

prétéctoras contra microorganismos, en particular el esﬁer
etilico de la lauramida del monoclorhidrate de arginina,
denominado a continuacién LAE. En su uso _préctico LAR ‘ha
demostrado ser muy bien tolerado y exhibir muy baja toxicidad
para seres humanos. LAE tiene la estructura gquimica de la férm&la

(2) representada mas abajo. Al hacer referencia en la presente

i

|




]
solicitud a la parte catidénica de la molécula sin el %on
complementario con carga negatiVa, esta parte de la molécula séré
identificada como el compuésto catiénico LAE*. Toda la molécula,
inciuyendo el ion complementario, se caracteriza de aéuerdoial
tipo de ion complementario, siendo LAE la sal clorhidrica.iLa_.
correspondiente sal bromhidrica se ;aracterizaria como el bromuro

de LAE o LAE Br.

O 0O
S o o . ‘
Cl ‘
H;N __NH \
\v.r NH (CH32)19—CHj, i

(2)

El compuesto LAE se destaca por su ~actividad contra
diferentes microorganismos, tales como bacterias, hongosf y
levaduras que pueden existir en productos alimenticios y también

en formulaciones y preparaciones cosméticas y es innocuo para

seres humanos. !
: !
La preparacidén de los tensioactivos catidnicos se describe

en la patente espaﬁola.ES 512643 y las solicitudes de patenﬁes

internacionales WO 96/21642, WO 01/94292 y WO 03/064669. v

Se conocen interacciones éntre los tensiocactivos catiéni%os
y otras moléculas. En WO 03/094638 se describe una combinacién?de
tensiocactivos catidnicos cén hidrocoloides aniénicds Yy esté
combinacidn genera compueétos s6lidos gque contienen cantidades
aproximadamente estequiométricas de los tensioactivos catiéniéos
y el hidrocoloide anidnico. Otra combinacién; de tensioacti&os
catiénicos se describe en WO 02/087328, refiriéndose e%ta

|

, . . . .
combinacién a sorbato de pctasio, sorbato de calcio o ac%do

i
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sérbico, que han demostrado ser altamente eficaces en 1a
conservacidén de alimentos.

Los sistemas conservadores descritos en WO 02/087328 inO
03/054638 se caracterizan por su actividad sinérgica.- Se :ha
hallado ahora que la actividad antimicrobiana de la combinaciones

de LAE y otros compuestos definidos por la férmula (1) precedeéte
con lé mayor parte de los conservadores idnicos vy no-iéniéos
comunes utilizados para proteger productos alimenticios y también
formulaciones y preparaciones cosméticas, es mas elevada queila
a;tividad desarrollada por cada uﬁo de los componentes cuandogsé
utilizan por si solos en la misma dosificacidén. Se ha observédo
sinérgia cuando se reduce la cantidad de los compuestos ‘de
fSrmula (15 y los otros agentes antimicrobianos. De esta manéra
también se han reducido loé efectos téxicos y/o irritacidn ;/o

alergia desarrollados por la combinacidén de los conservadores.

: |
Se ha observado en los estudios practicos gue los
|

U

tensicactivos catidnicos se hidrolizan parcialmente, con %l
consecuencia de la feduccién de sus efectos bioldgicos. Eéte
fendémeno puede ser obsérvado en todos los productcs frescos éue
ge conservan con los tensiocactivos Catiénicés. Por ejemplo, se ha
observado en la aplicacidén de LAE en productos frescos elegiaos
entre carnes, pescado y legumbres. Para méjorar la eficacia;de
los tensioactivos catiénicos en estos productos‘ sé necesita
alguna herramieﬁta, para prolqngar la accién bioldégica de los

tensicactivos catidénicos.

Existe una necesidad permanente en diferentes campos

técnicos para lograr métodos de conservacidn més eficaces. 'En

particular, existe un gran interés en desarrollar nuevos sistemas

1
|
i
|



conservadores gque reguieren menores cantidades de agentes
conservadores en tales Aareas donde esta involucrado el contacto
directo con mamiferos, tales como en la conservacién de

preparaciones alimenticias y en los agentes conservado#es

i
]
i
|

agregados a productos cosméticos.
i

En consecuencia, la finalidad de la presente invencidén es:la

de proveer otros sistemas conservadores més eficaces gue los

sistemas conservadores conocidos en el arte. Mas espec1f1cameqte

: |
la finalidad de la invencién es la de proveer otros sistemas

conservadores mejorados a base de LAE.
Esta finalidad se cumple proveyendo los conservadores

catiénicos para ser utilizados como agentes conservadores en

forma de sal de un &cidoe orgédnico o inorgéanico. Como se ha

indicado mds arriba, los tensiocactivos catidnicos conocides en el

|
|
i
|
i

arte que se usan comc agentes conservadores son sales de los

dcidos clorihidrico, bromhidrico y sulfirico, y estas opciones:de
dcidos inorganicos son excluidas del alcance de esta modalidad !de
| |
realizacidén de la invencién. Aparte de éstos, pueden utilizaﬁse
i
. |
cualesquiera acidos orgénicos o inorganicos adecuados.
"La finalidad de la invencidén también se cumple proveyendo el
tensiocactivo catidénico en combinaciédn con una sal de un &acido o

una - base orgédnica o inorgénica. Algunas sales ya sSe conocen '‘en

combinacién con los tensioactivos catiénicos, tales como ciertas
sales de &cido - sérbico y estas opciones estédn excluidas del
‘ T !

alcance de la invencién.
]
i
La finalidad de la invencién también se cumple proveyendo
|
una combinacién de tensicactivos catidnicos de acuerdo a la
) . . ;
I
i
|

invencidn con otro éster o con una amida © un inhibidor !de
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enzimas. |

La finalidad de la invencién también se cumple proveyendo el

tensicactivo catidnico ern combinacidn con otra molécula
catidnica.

Y finalmente, 1la finalidad de 1la invencidén se cumple
|

proveyendo el tensiocactivo catidnico en una forma que vuelve aila

molécula menos susceptible a hidrélisis bajo la influencia |de

enzimas u otras fuentes, y también menos disponible para 'la
interaccién con otras sustancias. De acuerdo a este aspecto de.la

invencién el tensioactivo catiénico es seéparade de su medio
|

ambiente por encapsulacidén en liposomas o micelas u otros
|
t

recursos similares.

La invencidén serd ilustrada en base a los siguientes
' |

dibujos, en los cuales:

- La figura 1 representa la accidén conservadora de diferentes

sales de LAE en pollo cocide, como valores promedios de ila

determinacién por triplicado de log cfu/g en funcidén de dia vy

tipo de tratamiento.
La figura 2 representa la accién conservadora de ‘la

combinacidn de LAE con sales, en salchichas de tipo_“bratwursﬁ",

como valores promedio de la determinacidén por triplicados de los

cfu/g en funcidn de dia y tipo de tratamiento.

La figura 3 representa la concentracidén de LAE después de la
administracidén de una combinacién de LAE y ésteres a garbanzos

remojados. Como valores promedio de la determinacién por

i
triplicado de la concentracién, por dia y tipo de tratamiento.

La figura 4 representa la accidén -conservadora de Ila
i
I

combinacién de LAE con é&steres en garbanzos remojados, como



valores promedio de la determinacién por triplicado de log cfu[g,

l

por dia vy tipo de tratamiento.
!
!la

La figura 5 representa la accidén conservadora de

combinacién de LAE con molécula catidnica en pollo cocido, como

1
valores promedio de la determinacién por triplicado de log cfufg,

{

|
por dia y tipo de tratamiento.

La figura 6 representa la accidén = conservadora de LAE

encapsulado en pollo cocido, mostrandose por dia y tipo de
tratamientc los valores promedico de las determinaciones por

triplicado de log cfu/g.

La figura 7 vrepresenta la accién conservadora de la

combinacién de LAE encapsulado como acetato en combinacién con
| N |
otros ésteres y una sal de un Aacido organico, en pollo coci@o,
mostréndose por dia y tipo de tratamiento los valores promedio;de
la determinacidn por triplicado de lég cfu/g. E
I. Sales de tensioactivos catidnicos !
Se describe ahcra el aspecto de proveer sales novedosa; Y
méds eficaces de los ténsioactivos catidnicos.
La presente solicitud describe algunas nuévas rformas %de

productos de los tensiocactivos catidnicos de la fdérmula (1),ien

particular nuevas sales.

COOR,
Ry—(CHon—( X
NHR,

(1)

En esta férmula (1) la definicién de n y de los grupos iX,



i
R1, R2 v Rz es la gque se ha degcrito mas arriba. ‘
. . i
: . L)
Estas nuevas formas de productos de los tensiocactivos
catidénicos también estan abarcados por el término general
. . i
{

- _ o ]
“tensioactivos catiénicos”, de manera que al hacer referenc1a|en
' 1

la presente invencidén a tensioactivos catidnicos, egtan inclui&as

!
estas nuevas férmulas del producto, en particular estas nuevas

sales. ‘ ;'

El ion cbmplementario X~ definido en la férmula él)
precedente es el 1idén complementario conocido en el. arte. i{De
acuerdo a un primer aspecto de la presente inveﬁcién los
correspondientes tensiocactivos catidnicos estan provistos- con
_ionés complementarios distintos del cloruro, bromuro y sulfato.

Pueden wutilizarse los &acidos orgénicos' habituales cémo

fuente para obtener el ion complementario. Estos &cidos organigos

son, por ejemplo, &acido c¢itrico, léactico, acético, fumarigo,
' i

maleico, glucénico, propidnico, sbérbico, benzoico, carbdnico,

glutdmico u otros aminodcidos, &cido léurico y A&acidos grasos
tales como oleico y linocleico.
Pueden utilizarse los &cidos inorganiccs habituales cémo

i
fuente para obtener el ulterior ion complementario. Estos éci@os

inorgédnicos habituales son, por ejemplo, adcidos fosférigo,

|

nitrico y tiocidnico. Las formas mono- y deshidrogenadas de &cido
!

fosférico también califican como aniones adecuados.
|

Otra opcidn es un anidn a base de un compuesto fendlico.

Estos compuestcs fendlicos son, por ejemplo, hidoxianiéol

butilado (BHA) y el compuesto relacionado hidroxitolueno butilado

(BHT) , ter-butil-hidroquinona  (TBHQ), vy parabenos taies

metilparabenc, etilparabeno, propilparabeno y butilparabeno.

i
b
;
i



Como fuente del anién en los tensiocactivos catidénicos puede

ser mas adecuado utilizar una sal de los 4&cidos orgéanicos;| e

inorgadnicos previamente citados. Pueden wutilizarse las sales

habituales de los acidos orgdnicos e inorgénicos.

Para 1la seleccién de un anidén no es importante gue el

compuesto original, en particular el &cido original o la sal

original de la que se deriva el anién, desarrolle por si mismo
: |
una accién conservadora. El1 dnico criterio es gque debe sger

adecuado como anién en combinacién con el agente conservador

|

catidnico. Sin embargo, en el caso en que el compuesto original
|
!

desarrolla una accidén conservadora por si mismo, su combinac%én
_ o
como anién con el agente conservador catidnico puede desarrolxar
un perfil de actividad incluso més favorable, en particular pu%de
. -
observarse una accidén conservadora sinérgica.
|

Por ejemplo, sales adecuadas de los tensioactivos catiénicos

son el citrato, fumarato, malato, gluconato, laurato, lactato,

i
]

hidroguinonato de butilo terciario, propilparabenato v fosfato@.

: t
2o 3 . <
La preparacidén de las novedosas sales de los tensioactivos

catiénicos puede hacerse por métodos convencionales. | §

Puede realizarse un cambio del ién  complementario
originalmente existente mediante resinas de intercambio idnico
anidénicas o catidnicas, incluyendo las siguientes etapas:

1. Equilibrio y disposicidén de la resina de intercambio

’

iénico utilizando el idén complementaric final deseado
2. Procedimiento de intercambio agregando un tensioactivo
catiénico de la £férmula (1) siendo X  una base

adecuada, como por ejemplo Cl™.

3. Completar el proceso de intercambio, ‘
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4. Purificacidén opcional.

Otras formas convencionales para producir sales de los

tensioactivos catiéhi;os también pueden sexr utilizadas, por
ejemplo metitesis, reaccién directa &cido-base, etc).

II. Combinacidén de tensioactivos catiénicos con sales.

Se describird ahora el aspecto del tensioactivo catidnico
combinacién con una sal de un 5cido orgédnico © inorganico. 3

Los productos alimenticios y 1los productos cosmétiéos
comprenden moléculas  con una carga negativa. .Como los

tensioactiveos catidnicos pueden proveer facilmente las par%es

iédnicas cargadas de sus moléculas, la parte catidnica de |la

molécula puede interactuar con esta carga negativa y por lo tanto

ser reducida para lograr un efecto bioldgico.
El propdsito de agregar sales de acidos orgénicos% o
!
inorganicos o cualesquiera otras bases orgéniéas o inorgéni&as
adecﬁadas es que las cargas negativas de las sales interactﬁan
con el tensioactivo catiénico de manera de crear una proteccién
|

, 3
alrededor de la molécula del tensicactivo catidnico, evitando éue

el tensicactivo catidnico interactie con los elementos aniéni¢os

Y

1
. o P PR
en los productos alimenticios o cosméticos. Esto producira un
' i
mejora de la actividad bioldgica del tensicactivo catidnico.

i

|

En general, la accidén de Dbacterias sobre productos

alimenticios y cosméticos produce una acidificacién de estos

productos. Cuando se utiliza una combinacién de tensiocactivo

catidnico con sales o bases adecuadas puede lograrse un efecto |de

estabilizacién y control del pH y mantener asi la estructura yfla

eficacia del tensiocactivo catidnico.

i
Para la accién deseada de la combinacidén puede elegiTse
i

l
'




D 4
) - B

0

cualquier sal de A&cido orgédnico o inorgdnico. Los acido

orgdnicos adecuados para la preparacidén de la sal son los acidoes

citrico, lactico, acético, fumarico, maleico, glucénico,

propiénico, sérbico, benzoico, carbénico, glutamico u otﬁos

L e . PO P P R
aminoacidos, &cidec laurico y acidos grasos, tales como olelcq e

linoleico. Los &cidos inorgénicos adecuados son fosfériTo,

sulfirico, nitrico y clorhidrico.

Puede preparase sales de estos &cidos con cualquier cat%én

biocompatible. Las sales adecuadas son, por ejemplo, citrato%de

|
sodio, acetato de sodio, glutamato de sodio, fumarato de sodio,

malato de sodio,'gluconato de sodio, laurato de sodio, lactatoide
ST |
,sodio y hexametafosfato de sodio.
Otra opcidén es un anidén a base de un cémpuesto fenéli&o.
Estos compuestos fendélicos son por ejemplo, hidroxianiéol
. f
butilado (BHA) y los compuestos relacionados‘_hidroxitoluéno
butilado (BHT), ter-butil hidroquinona (TBHQ), y parabenos taies
como metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno y butilparabené‘
Los compuestos fenélicos adecuados son ter—butilhidroquinéﬁa,
propilbarabeno, y sales-adecuadas de los mismos como bor ejemplo

ter-butilhidroquinato de sodio y propilparabenato de sodio.

Otra opcién es la combinacién de una base adecuada con |el

tensioactivo catidnico. Laé basés' adecuadas son glucosamina?‘y
etéﬁolamina, y las sales adecuadas de los mismos son por ejempio,
clorhidrato de glucosamina y clorhidrato de etanolamina. |
Ya se han descrito en el arte las combinaciones de alguﬂas
sales y estas combinaciones estan excluidas del alcance de |la

presente invencidén. Estas combinaciones conoccidas son, por

ejemplo, la combinacién de LAE con sorbato de calcio y sorbato ! de
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a7,

potasio.

i
La combinacién del tensioactivo catiénico con la sal de jun

écido orgénico o inorgdnicoc puede ser provista en férma sélidg o
liquida. Cuando la combinacién estd provista en forma sél%da
contiene al menos un tensioactivo catiénico y al menos una sal de .
acido orgdnico o inorgénico. El tensiocactivo catidénico puede ser
cualquiera de los tensicactivos catidhico conocidos y se prefiere

utilizar LAE. Si se utiliza LAE de acuerdo a la modalidad |de

realizacién preferida puede ser provisto como cloruro, bromurﬁ e}

sulfato en las preparaciones conocidas en el arte o puede s:er

provisto como una sal distinta como se describe en la presente
1
i

invencién. Pueden existir sgimultaneamente diferentes sales del
i
mismo tensicactivo = catidnico. También ‘pueden existir

gimultdneamente diferentes tensiocactives catidnicos que pue@en

estar provistos como sales iguales o distintas.

Cuando la combinacidn del tensicactivo catidnico con la sal

\

de &acido orgénico o inorgédnico se provee como liquido, puede
. o

utilizarse cualquier solvente adecuado. Al disolver o dispersar

el tensicactivo «catiénico y la =al del A&cido orgéanico| o

|

inorgdnico en el solvente, puede producirse eficientemente | la

composicidén conforme al objeto de la presente invencién. Cémo

ejemplos de solventes édecuados pueden <citarse alcohoiés L
mohohidr&cos, tales como, alcohol n-butilicb, alcoholiéobutiliéo,
g
alcohol butilico secundario, alcohol butilico terciario, alcoﬁol
n-amilico, alcohol iscamilico, alcohol amilico secundario,
alcohol n-hexilico, alcohol n@tilémilico, alcohol etilbutilico,

alcohol  heptilico, alcohol n-octilico, alcohol sec-octilico,

alcohol 2-etilhexilico, alcohol isococtilico, alcohol n-nonilico,
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2,6-dimetil-4-heptanocl, aléohol n-decilico Y ciclohexan%l;
glicoles vy alcéholes bolihidricos, como por ejemplo etile%e;
‘glicol, dietilene-glicol, trietilene-glicol, tetraetilene—glicél,
propilene-glicol, dipropilene-glicol, l,4—bﬁti1ene—glicol, 2,3~

butilene-glicol, hexilene-glicol, octilene-glicol y glicerol;

celosolves tales como é&ter etilene-glicol- monometilico, éter

etilene-glicol-etilico, éter etilene-glicol-dietilico, éfjer
etilene-glicol-butilico, éter-etilene- glicol¥dibuti1ico, glier
etilene-glicol-fenilico, éter etilene- ‘glicol—bencilico; éﬁer
etilene—glicoi-etil—hexilico, éter dietilene-glicol-etilico, ééér
dietilene—glicolQdietilico, éter dietilene-glicol-butilico, é%er
dietileﬁe—glicol— dibutilico, éter propilene—glicol—metili&o,

éter propilene- glicol-etilico, éter propilede—glicol—butili&o,
éter dipropilene-glicol-metilico, éter dipropilene-glicgl-
etilico, éter tripropilene-glicol-metilico, éter tetrahetilen-

glicol-dimetilico, y éter tetraetilene-glicol-dibutilico; éteres

corona tales como benzo-15-corona-5, benzo-12-corona-4, benzo-18-

corona-6 y _dibenzo—lB—corona—G; cetonas tales como etilbutil
cetona, dipropil centona, metilamil cetona, metilhexil cetona, vy
diisobutil cetona; y &cidos grasos tales como los que tienen. .3 a

30 atomos de carbono del tipo arriba descrito.

SRR UN SO

La concentracidn de la sal de un acido organico o inorganico
disuelto o disperso en el solvente arriba mencionado no e%té
particularmente limitada y puede elegirse adecuadamente |de

acuerdo a las circunstancias.

\

Y

|

IIT Combinacién de tensiocactivos catidnicos con ésteres,
i
i
i
|
i

amidas o inhibidores de enzimas.

Se describe ahora el aspecto de proveer el tensioactive

|
|
i
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catidénico en combinacién con otro éster o amida.
Puede utilizarse una gran variedad de ésteres y amidas. Los

ésteres adecuados para este aspecto de la invencidn son citrato

i

-

de trietilo, triacetina, diacetina, ésteres de glicerol,-este%es

de aminoc&cidos y ésteres de acidos grasos. En caso adécu%do_
pueden utilizarse combinaciones de estos ésteres. Una amida
adecuada es acetamida de arginina.

El tensiqaétivo catiénico puede existir en combinacidén éon
el éster adicional en forma de sal convencional, _tal c%mo
bromuro, cloruro o sulfato.l Es mas adecuado utilizar Eel
tensioactivo catidnico como sal de Aacido acético, léético% o
glutémico.

No existe una verificacién cientifica de las razones para lé
eficacia de la combinacidén de los tensiocactivos catiénicos arriba

mencionados con otros ésteres o amidas, pero se supone quefla

presencia de otro compuesto esterificado o amida puede produgir

un retardo en la degradacién enzimdtica de las moléculas ?el

.

tensiocactivo catiénicb debido a un fendmeno competitivo. Para
tener efecto antimicrobiano 1la molécula del tensioactivo
catidénico debe permanecer intacta. La hidrdélisis de la ligadﬁra
éster o amida reduce el efecto antimicrobiano de los compuestos.

La ligadura més lébil existente en los tensiocactivos
catidnicos es la funcidén éster gque da lugar al é&cido
correspondiente. La ligadura amidica es mucho mas estable pero

!

también puede ser afectada por algunos tipos de enzimas.

Como  la intencidn de la combinacidén del tensioactivo

catidnico con un éster adicicnal es la de reducir la degradac%én

por influencia enzimdtica es obvio que el mismo efecto final
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obtenido por la combinacidén con otro éster, puede lograrse por la
combinacidén con un compuesto que inhibe directamente la actividad
hidrolizante enzimdtica. Uno de estos inhibidores enzimaticos egs,

por ejemplo, el producto genisteina.

Los tensioactivos | catidnicos tienen - una estructura
facilmente reconocida por la capacidad metabolizante natural%dé
organismos vivos. Este es uno .de los motivos pfincipales p%ra
explicar su baja toxicidad. Una de lés desventajas de eéta
caracteristica es que el ténsioactivo catidnico puede ger ~-
parcialmente hidrolizado por enzimas naturales existentes len
muchos productos alimenticios. Los productos alimenticios que
contienén ingredientes crudos (legumbres, carne, pescado, etc) vy
otros productos alimenticiQs en cuya preparaéién. gse agrega un
producto crudo (incluso si finalmente estos prodﬁctos

alimenticios son cocidos) tienen una capacidad potencial |de

reducir la concentracién eficaz de los tensioactivos catidnicos.
Los inventores han hallado que la adicién de inhibidores%de

i

enzima mejora la eficacia de los tensiocactivos catidnicos en este
tipo de productos. Ademds la adicidén de simples ésteres o amidas ™

1
que no son conocidos como inhibidores especificos enzimdticos

retarda la hidrdlisis de los tensiocactivos catiénicos y mejora |su

eficacia. Incluso si la degradacidén no es significativa (5 a 10

ae

de la cantidad inicial de los tensiocactivos catidnicos) se mejora

sustancialmente la eficacia, probablemente porgue es mejor |la

homogeneidad/eficiencia.

Muchos productos cosméticos contienen aditivos naturales due

pueden aun tener alguna actividad enzimdtica remanente. Ademds,

| -

como los productos cosméticos por definicién son aplicados a ila
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piel, en la boca, etc, en todas estas aplicaciones los cosméticos
se hallaran en contacto con enzimas activas.
Al igual que en los productos alimenticios se ha verificado

que la adicién de inhibidores enzimdticos mejora la eficacia‘|en

los productos cosméticos. Ademds, la adicién de simples ésteres o
;
amidas que no son conocidas como inhibidores enzimatigos
especificos retarda la hidrélisis de los tensiocactivos catidnigos
y mejora su eficacia. Incluso si la degradacidn no es
significativa (5 a 10% de la cantidad inicial de tensiocactivo
catiénico) se mejora sustancialmente la eficacia, probablemente,
porgue es mejor su eficiencia.

Se indican a continuacién retardadores e 1inhibidores

enzimdticos adecuados, como por ejemplo, ésteres, amidas

e inhibidores de enzimas. _
i

Esteres:

1. Cualquier éster alcohdlico de aminodcidos, por ejemplo -

1
arginato de etilo, !

2. Esteres de écidos graso de glicerol, mono, di- y tri-
glicéridos de acilo, |
" 3. Triacetina, diacetina,
4. Esteres de acidos graso de acido ascdrbico,
5. Esteres de acidos acético, lactico, tartdrico de mono v,

diglicéridos,

6. Sucroésteres de acidos grasos,

7. Sucroglicéridos,

8. Cualesquiera_ofras moléculas de éster adecuadas. o -
Amidas:

1. Péptidos, dipéptidos, proteinas naturales, etc.
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2. Cualesquiefa moléculas de amidas adecuadas, por
ejemplo, acetamida de arginina.

Inhibidores de enzima: .

1. Genisteina,

2. AzlGcares y péptidos de lupina,

3. Cualesquiera otros inhibidores enzimaticos adecuados.

Los ésteres preferidos én‘coneXién con este aspecto de la
invencidén son arginato de metilo, arginato de etilo y arginato de -
propilo.

La combinacién del ténsiqactivo catidénico con el éster,
amida o inhibidor enzimdtico puede ser provisté en forma sdélida o
liqﬁida. Si la combinacidén del tensioactivo‘catiénico.Con éster,

una amida o inhibidor enzimidtico se provee en forma liquida,

pueden utilizarse diversos solventes. Los ejemplos de solventes

incluyen alcoholes monohidricos, tales como, alcchol n-butilico,

alcoholisobutilico, alcchol butilico secundario, alcohol butilico

terciario, alcohol n-amilico, alcohol isocamilice, alcochol amilfco
secundario, aiéohol ‘n—hexiliCO, alcohol metilamilico, alcochol
etilbutilico, alcohol heptilico, alcohcl n-octilico, alcohol sec-
octilico, alcohol é—etilhexiligo, alcohol iscoctilico, alcohol in-
nonilico, 2,6-dimetil-4-heptanol, alcohol n-decilico | v
ciclohexanol; glicoles y alcoholes polihidricos, como por ejemplo
etilene— glicol, dietilene—glicbl,“ trietiléne—gliccl,

tetraetilene-glicol,; propilene-glicol, dipropilene-glicol, 1,4-

butilene-glicol, 2,3-butilene-glicol, hexilene-glicol, octilene- ™
' |
glicol vy glicerol; celosolves tales como éter etilene—glic#l—

monometilico, éter etilene-glicol-etilico, éter etilene-glicol-

dietilico, éter etilene-glicol-butilico, é&ter-etilene- glicogl- .




dibutilico, éter etilene-glicol-fenilico, éter etilene- glicol-
bencilico, ' éter etilenefglicol—etil—hexilico, éter dietilene-

glicol-etilico, éter dietilene-glicol-dietilico, éter dietilene-

glicol—butilico, éter dietilene—glicol—- dibutilico, étter

propilene-glicol-metilico, éter propilene- glicol-etilico, éfer

propilene-glicol-butilico, éter dipropilene—glicol—metilico, éter
dipropilene-glicol-etilico, éter tripropilene—glicol—metili&o,
éter tetrahetilen-glicol-dimetilico, y éter tetraetilene-glicol-

dibutilico; éteres corona tales como benzo-l15-corona-5, benzo-12-

corona-4, benzo-18-corona-6 y dibenzo-18-corcona-6; cetonas tajes_

como etilbutil cetona, dipropil centona, metilamil ceﬁonaﬁ
metilhexil cetona, y diisobutil cetona; v &acidos grasos tales
como los Que tienen 3 a 30 &tomos de carbonoc del tipo arriba
desc;ito.

Iv. Combinacién de tensiocactivos catiénicos con otro

compuesto catidnico.
_ i

Se describe ahora el aspecto de proveer el tensioactivo

‘ i
catidénico en combinacién con otro compuesto catidnico.

Debido a sus caracteristicas altamente catidnicas, 1los
tensiocactivos catidnicos tienen la tendencia de fijarse en los
sitios anidnicos de las matrices complejas a las cuales |se
aplican. Estas matrices complejas abarcan productos alimenticios
y formulaciones cosméticas. Los sitios anidnicos en las matrices

complejas pueden  comprender proteinas, glicoproteinas,

tensiocactivos, silice, etc.

Si los tensioactivos catidnicos se mezclan con & otras

moléculas catidnicas su actividad es imprevisiblemente mejorada.

Esto se debe a que los tensioactivos catidnicos quedan més libres
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para fijarse a los microorganismos que a otros sitios anidnicos
gque vya han sido blogueados: por 'las moléculas catiéniqas
agregadas. En otras palabras, se reduce la disponibilidad de
sitios aniénicos en el material a tratér a travéé de |la
aplicacién de tensioactivos catidnicos.

La otra molééula catidnica que-se.mezcla con el tensioactive
catidénico no debe desarrollar necesariamente ningin efecto

conservador propio. Obviamente, si la otra molécula catidnica
tiene alguna actividad conservadora ccnocida, incluso leve, puede

observarse sinergia y la combinacién en ‘este caso puede SEL -mn

sorprendentemente eficaz.
[ e
Las otras moléculas catiénicas pueden seleccionarse de los

siguientes grupos generales de compuestos: i
1. Glucosamina y otras monosacarido-aminas,
2. Quitosano, oligdémeros de quitosano, y ctras poliaminas
como polilisina, etc.
3. Polisacaridos catidnicos (por ejemplo, almidén
catiénico),
4. Aminodcidos y péptidos catibénicos, por ejemplo écido
glutémico,. | . _ _ Tf
5. Esteres de aminoacidos,
6. Lipcplexos y | : ‘ , _ 5
7. Cualesquiera btras mdléculas'catiénicas adecuadas.
Los ejemploé adecuados de estos agentes catidénicos son los
ésteres de aminbécidos, en particular, arginato de etilo.
Las combinqciones de tensioactivos con otros compueétos
catidnicos pueden proveerse en forma sdélida o liguida. Si |la

combinacién de tensiocactivos catiénicos con un éster, una amida o -
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Al

un inhibidor enzimético se provee en forma liquida pue&en
utilizarse diversos solﬁentes. Ejemplos de los solventes incluyen.;
alcoholes monohidricos, | tales como, alcohol n-butilico,
alcoholisgscbutilico, alcohol butilico secundario, alcohol.butiljco
terciario, alcohol n-amilico, alcohol iscamilico, alcohol amilico
secundario, alcohol n-hexilico, alcohol .metilamilico, alcohol
etilbﬁtilico, alcohol heptilico, alcohol n-octilico, alcohol sec-
octilico, alcohol-2—eti1hexilico,-a1cohoi_isooctilico, alcohol n-
nonilico, é,6-dimetil—4—heptanol, alcohol n—decilico . y‘?j
ciclohexanol{ glicoles y alcoholés polihidricos, como por ejém;lo‘l'
etilene- glicol, dietilene-glicol, trietileneégliéél,
tetraetilene-glicol, propilene-glicel, dipropilene-glicol, 1,4- -
butilene-glicol, 2,3—buti1ene—glicol, hexiienelglicol, octilene-
glicol y glicerol; celcosolves tales como éter etilene-glicol-

monometilico, é&ter etilene-glicol-etilice, éter etilene-glicol- .--
dietilico, éter etilene—glicolébutilico, éter-etilene- glicol-
‘dibutilico; éter etilene—glicol—feniiico, éter etilene- glicol-
bencilico, étéf etiiene—glicol—etil—hexilico, éter dietilerie—
glicol-etilico, éter dietilene—glicol-dietilico, éter dietilene-

glicol-butilico, éter dietilene-glicol- dibutilico, étter ..

propilene-glicol-metilico, éter propilene- glicol-eﬁilico, é@er N
propilene-gliceol-butilico, éter dipropileneéglicol-metilico,_éﬁer -
dip#opilene—giicol—etilico, éter tripropilene—glicoi—metilico,
éter tetrahetileh-glicol-dimetilico, y éter tetraetilene-glicol-
dibutilico; étereé corona tales como benzo-15-corona-5, benzo—]?{ .
corona-4, benzo-18-corona-6 y dibenzo-18-corona-6; cetonas taJes_#

como etilbutil cetona, dipropil centona, metilamil cetona,

metilhexil cetona, y diisobutil cetona; y &cidos grasos tales .
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QK)

como los que tienen 3 a 30 atomos de carbono del tipo arriba

descrito.

V. Tensioactivos catiéhicos eﬁ forma encapsulada. :
Se describe ahora el otro‘aspecto de proveer el tensioactivo -
catidénico en forma encapsulada o fisicamente protegida de ofira
manera.
|
Los alimentos procesados y productos cosméticos comprenden
algunas moléculas aditivas con cargé negativa. Como los
ténsioaptivos_ catidénicos son  moléculas catidnicas 'pueden
interactuar éon esta carga hegativa con lo cual se reduciria.la_
actividad de los tensioactivos catidnicos como conservadores.

Ademas, los conservadores catidénicos tienen una estructura

que es facilmente reconocida por el metabolismo natural de

ocrganismos vivientes. Esta es una de laé razones principales pqrazg
_ ‘ |

explicar su baja toxicidad. Uno de los inconvenientes de e%ta
caradteristica es que los tenSioactivos catiénicos pueden ser
parcialmente hidrolizados por enzimas naturales existentes en
muchos alimeﬁtos y‘ productos - cosméticos y/o en muchas
aplicaciones alimenticias o cosméticas.

Las técnicas de encapsulacién/recubrimiento (fisiqa,
guimica, debido a las caracteristicas 'tensioactivas de loéﬂm

tensicactivos catidnicoa), son métodos conocidos para protegér -

aditivos e ingredientes de condiciones agresivas de almaceﬁajé o}

para modificar la velocidad de liberacidén de estos productos.
Las caracteristicas tensiocactivas de 1los tensioactivos

catidnicos implican una gran variedad potencial de estructuras !de

autoagregacidén (micelas, cristales liquidos, etc).

En teoria estas técnicas no serian adecuadas para evitar |el
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contacto de los tensioactivos catiénicos con sitios anidnicos y/o

enzimas, porgue una vez gue el tensiocactive catidnico fuera

liberado interactuaria. inmediatamente, ya sea con los sitl

aniénicos o con las enzimas, y por 1lo tanto su actividad

disminuiria como si no hubiera estado recubierto.
Sin embargo, imprevisiblemente, el recubrimiento de !

tensioactivos catidénicos por medio fisico-quimicos aumenta

eficiencia. Aprovechando diferentes estructuras de autoagregaci

también puede aumentarse 1la eficiencia de 1los tensioactivyos.

catidénicos. Se ha observade que diferentes técnicas

encapsulacién producen wuna mejora de la estabilidad bajo

diferentes circunstancias de temperatura, pH, humedad y otrg

os

Su

on

de

S.

También mejora la estabilidad de los tensiocactivos catidnigos

contra la influencia de la degradacidén enzimatica.

La explicacidén de este comportamiento imprevisible pue

estar basada en el hecho que los tensicactivos catidnica
. ]

. . . . , |
interactian preferiblemente con microorganismos antes que con ]
sitios anidnicos o enzimas, y una vez que han hecho contacto c¢

los microorganismos este contactc es permanente e irreversib]

Por lo tanto, todas estas técnicas de encapsulacién produg

>de

oS

on

en

eventualmente un aumento de actividad de los tensiocactivos

catidnicos.

Lags técnicas de encapsulacidén pueden estar basadas

métodos fisicos (refrigeracidén por atomizacidén, secado [
atomizacidn, atomizacidén sobré disco rotatorio, fevestimiento
lecho fluidizado, coextrusidn en boquilla estacionari
coextrusidn en cabezal centrifugo, coextrusién en boquil

sumergida, revestimiento en paila, etc).

en

en

La,

la

os .
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También pueden estar basados en métodos quimicg
(separacién de fase, evaporacidn de solvente, extraccidén 1

solvente, polimerizacién interfacial} coacervacidn simple

compleja, polimerizacién in-situ, tecnologia liposomatica, nano-

encapsulacidn, etc).

Debido a las caracteristicas tensiocactivas de 1

tensiocactivos catidnicos, pueden existir otros. métodos
potenciales para encapsular/recubrir los tensioactivos catidnigos

o modificar fisica o quimicamente la forma  de agregar

tensioactivos catidnicos. Por ejemplo, micelas mixtas, emulsior
de aceite en agua, emulsiones de agua en aceite, microemulsior
(o/w, w/o e} bicontinuas), emulsién de maltiple cay

solubilizacidn de 1los tensiactivos catidnicos en. diferent

solventes o con diferentes sales o productos disueltos a efectos

de modificar la auto-agregacién de los tensioactivos catidnicg
(micélas (tamafio y cantidad), cristales liquidos,fetc).
Pueden utilizarse los siguientes agentes»dé recubrimiento:
1. Aceites vegetales, animales o minerales, por ejemplo
aceite de palma‘(punto de fusiéh 35-80°C) ;
2. Grasas vegétales,‘animales o minerales;
3. Biopolimeros vegetales o animales;
4. Tensioactivos (no—iénicos, aniénicos, catidnicos) ;
5. Lecitina;
6. Ciclodextrinas, y
7. Cualesquiéra otros productoes édecuados que puedan
recubrir los tensicactivos catidnicos.

VI. Combinacidén de diferentes mejoras de eficacia. '

En las secciones anteriores I a V se han descrito diversos

s,

or

os

a,

S,

es

e

es -

es
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sistemas conservadores, cada uno con la finalidad de mejorar %os

sistemas conservadores conocidos en el arte. Se han hall#do

diferentes éoluciones para la mejora de la actividad bioldgica
1os‘ tensioactivos catiénicos,l tales como el LAE. Cadé una
estas soluciones es capaz de mejorar el efecto que se logra f
ia adicién de LAE bor si solo.

Es posible combinar las diferentes soluciones descritas

las secciones precedentes. En la seccidén I se ha descrito

diferencia de la actividad biolégica de diferentes sales de LAE.

Son conocidas en el arte sales de los 4&acidos sulfidrico,

clorhidrico y bromhidrico y se ha verificado imprevisiblemente

mejora por la sustitucién del ion complementario con otros iones

complementarios, tales como acetato, glucamato vy lactato. Of

de

de»lf

or.

ern

la

la

ra

opcién para la mejora es la combinacidén de tensioactivos

catidénicos, tal como LAE, con una sal de un A&acido orgénico

inorganico. Se ha hallado que la combinacién de LAE con una sal

de un &cido orgdnico como por ejemplo citrato de sodio, prodijo

proveerse para la versidén usual de LAE que es el cloruro. Otra

opcidn obvia segin la invencidén es la de combinar las diferent
gsoluciones de la invencidén. Por 1lo tanto, otra mejora de

presente invencidn, consiste en combinar las diferentes sales

LAE, como por ejemplo el acetato, glutamato y lactato, con una

sal de un &cido orgénico o inorgéanico. De la misma manera, 1
otras realizaciones seglin la invencidn pueden combinarse pé
obtener ultericres mejoras.

Ejemglos.

La 1invencién serd ilustrada a continuacidn en base a 1

O

es
la

de

as

ra

08

.....

una mejora de la eficacia biolégica. Esta verificacién pudo -
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o

siguientes ejemplos.
Para determinar ios efectos lbgrados por los sistemas
conservadores segin la invencidén, se utilizéron los siguiéntes
métodos experimentales: ' - -
(1) Determinacidén de la accidén conservadora en productos
cosméticos. | _ | -
El método se basa en Enéayo de Eficécia Antimicrobial USP %?
Edicién 24, 1999, (pégsl' 1809-1811). - E1l propdésitec es |la
demostracién que la actividad antimicfobiana_ 'del sisteéma 7
conservador seglin - la. invenciéq es suficiente para impedir iuna -
proliferacidédn microbiana no deseada que podria tener uﬁ efecto
negétivo en el almacenaje y uso de la preparacidn y para impeéirmj
los efectos perjudiciales de 1la contaminaciéﬁ (Real Farmacopea 7~
Espafiola, 1° Edicién, 1997). , | -
El ensayo consiste en la contaminacién de la formulacidn
protéctofa‘ con una mezcla de inéculo de una concentracién lOB‘::
cfu/ml para cada uno de los microorganismos, y 1la determinacién';

de las células activas a lo largo del tiempo. Esta mezcla de

indculos se compone de los siguientes microorganismos.

v i

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Staphylococcus aureus ATCC 6538 |
Candida albicans | ATCC 10231 | -
Aspergillus niger | ‘ATCC 16404 EE

Escherichia coli | ATCC 8739 -

La composicidn cosmética a analizar se divide en recipientes

estériles con 50 g de producto para cada recipiente. En cada o
recipiente se introducen 0,5 ml de indéculo (10° cfu/ml). |La

concentracién buscada es apfoximadamente 10° cfu/ml. Todo Jos
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recipientes se mantienen a una temperatura. entre 20-25°C vy
protegen de la luz.
El nivel de la contaminacién microbiana se verifica a

hora 0, 7 dias, 14 dias y 28 dias. Se evalda la cantidad

se

la

de

colonia por dilucién en buffer de peptona con un agente

neutralizador adecuado del conservador. El medio de cultivo

utilizado para contar los microorganismos- es triptona de seja

(35-37°C, 48 horas) para la determinacidn. de bacterias; agar
Sabouraud.con cloranfenicoi pafa hongos y levaduras (25°C,
dias) .

De acuerdo a Ensayvos de Eficacia Antimicrobiana Usp

Edicién, 19989 (pags. 1809-1811), se coneidera eficaz

de

urn

conservador antimicrobianc en productos utilizados tdpicamente

hechos con bases o vehiculos acuosos, productos y emulsiones

nasales no estériles, incluyendo las gue se aplican a membranas

mucosas, Si:

* se logra una reduccidén logaritmica no menor de 2,0

recuento inicialmente calculado de bacterias a los 14 dias;

sin aumento a partir del recuento a los 14 dias después

28 dias; vy

del

de

" no se observa ninguin aumento del recuento inicial calculgdo

de hongos y levaduras.

(2) Determinacidén de accidn conservadora en pechuga de pollo.

Proceso de preparacién
1. Se cortd en dados pechuga de éollo freséa,
2. Se agregd salmuera (8,70% cloruro de sodio y 4,35%
tripclifosfato en agua) al pollo fresco en

proporcién de 11,5 g de salmuera por 88,5 g de carne

la

en

ISR RN
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la preparacién de control y 11,5 g de salmuera y 88,4 g

LI SN B B N

de carne en las preparaciones tratadas con el

conservador,

3. La salmuera y la carne fueron mezcladas durante 15

minutos, y en las preparaciones ‘tratadas con .|el -.
conservador, éste fue agregado después de 14 minutos, en

la proporcién de 0,2 g/kg.

SERRS

4. Se mezcld bajo refrigeracién y. al vacio durante 30

oy

minutos,
5. Se envasaron las muestras al vacio en bolsas estériles

y se cocinaron a 85°C durante 30 minutos,

BEREERE

6. El pollo cocido fue refrigerado a 4°C,

7. E1 pollo cocido fue.cortado en trozos irregulare,

8. Luego los trozos fueron almacenados a 10°C en bolsas | 7~
estériles envasadas al vacio. o
Anélisis
Se analizéron las muestras por triplicado (recuento aerobio =~
total) después>de almécenar durante 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 y
56 dias. |

" Se analizdé el recuento aerobio total digiriendo_25 g de cada

-

ekt

muestra - en 225 g de agua de peptona tamponada. Se hicierontm
diluciones en agua de peptoﬁa tamponada. Se cosechd agar triptona
soia con cada dilucidn y se incubd a 355C dﬁrante 48.h§ras.

Se cal;ulé el wvalor promedic en log cfu/g de las tres

muestras por tratamiento y dia de andlisis.

SRR EERE

(3) Determinacidén de accidén conservadecra en salchichas tipo
“bratwurst”.

Salchicha tipo “bratwurst”.

SECEERRRERE
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Proceso de preparacién

Los ingredientes péra‘todas lés muestras eran: lomo porci
desmenuzado, panzas, especias, sal y aditivos (proteina de lech
difosfato, antioxidante (E—300) Y mejorador de sabor (E-621).

1. Se molidé en el cortador la carne de cerdo desmenuzada
se agregaron los- ingredientes en este orden: los aditive
(excepto el sistema conservador), las panzas, las especias v
gistema conservador (tal como el‘tensioéctivo‘catiénico por
solo o en' combinacién con otros productoé). Tambiénrse'agre
hielo para céntrolar la temperatura (mdximo 5°C) de 1la carne.
tiempc de mezcla era de 12 minutos.

2. La masa fue mezclada al vacio (92%) durante 1 minuto.

3. La mezcla fue envasadé en tripas nafurales.que habj
sido previamente rémojadas en soluéién de agua salina durangé
minutos. |

4. Las.salchichas tipo “brétwurst” fueron colocadas en
carro de cocido, cocinandose en horno-a‘800C durante 1 hora.

5. Después de cocidas, las salchichas “bratwurst” fuef
rociadas con agua fria durante 5 minutos - 3% colocédas. en

ambiente de almacenaje frio (0-5°C, 24 horas).

6. Al dia siguiente las salchichas “bratwurst” fueron.

embaladas {cada embalaje contenia cinco salchichas)

pasteurizadas a 80°C durante 30 minutos y 1uego fueron remojadas

en agua fria durante 30 minutos.

Finalmente, las salchichas “bratwurst” fueron etiquetadasg -

almacenadas a 5°C durante 90 dias.
Analisis

Las muestras fueron analizadas (recuento aerobio tota

Bl
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hasta los 90 dias. El1 recuento aerobio total fue analizado
digiriendo 25 g de salchicﬁa en 225 g de agua de peptgona
tamponada. Se hicieron dilﬁciones en agua de peppona tamponada.
Se cosechd agar soja triptona con cada dilucidén y se incubd a
35°C durante 48 horas.
Se calcularon los valores promedic en llog cfu/g de tres
muestras por tratamiento y dia de anilisis.
(4) Determinacién de la accibn conéervadora en garbanzos
remojados.
Ggrbanzos remojados.
Los garbanzos son. los ingredientes principales .en una
cantidad de coﬁidas listas para consumc. Antes de ser cocinadds,
los garbaﬁzos deben de ser remojados en aéua a‘ temperatura
ambiente durante 24 horas. Durante este periodo puede producirse
proceso de fermentacién y por lo tanto los garbanzos no serian
adecuados para su consumo. EI préceso de remojado no puegde
hacerse a temperatura de refrigeracidén porgue se rdeteriora .la
estructura de ios garbanzos. |

Proceso de preparacidn

1. Se remojarén garbanzos en agua dufante 24 horas a 30°C
de 505C de humedad relativa (en las muestras tratadas
se agregaron 1os éonservadores en este punto); y

2. Después de 24 horas se colaron ids.garbanzos.

Analisis

Las muestras fueron analizadas (recuento aercbio totalj y

concentracién de tensiactivo catidnice) por triplicado durante |24

horas.

El recuento aerobio total fue analizado digiriendo 25 g |de

Rl

e
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garbanzos en 225 g de agua de peptona tamponada. Las diluciones

ge hicieron en agua de peptona tampOnada. Se coseché agar de ¢
-triptona con cada dilqcién-yse incubd a 35°C durante 48 horas:
Se calcularon los valores promedic de tres muestras [
tratamiento y dia de analisis en log cfu/g.
Se analizé .LAE por HPLC utilizando un método internamer

validado.

En 1los siguientes ejemplos especificos se describen

detalladamente los productos de acuerdo a la- invencién vy 1

efectos antimicrobianos que exhiben.

Ejemplo 1 (Referencia)

Preparacién de cloruroc de LAE

Se llevd a cabo la preparacién de cloruro LAE en la forma

descrita en las solicitudes de patentes internacionales
96/21642 y WO 01/94292.
Ejemﬁlo 2
Preparacidén de acetato de LAE

Se lavd resina Amberlite IRA402 (en forma de cloruro} d
agua. Se introdujo una solucién de acetato de sodio (Fluka),
luego ée lavd nueﬁamente'la resina con agua. Se introdujO'L
solucién de LAE en la columna de resina y se recogiéron,'l
fracciones. Las fraccioﬁes recogidas fueron liofilizadas.
acétado de LAE obtenido es un polvo blanco sélido.

Ejemplo 3

Preparacidén de lactato de LAE

Se lavd resina‘Amberlité IRA402 (en forma de cloruro) o

agua. Se introdujo una solucidén de lactato de sodic (Fluka)

luego se lavd nuevamente la resina con agua. Se introdujo en

la

or

os

WO

O
ina

as

El

la

ite

......

on

-----



31 ‘ » . \O}

columna de resina uné solucién de LAE y se recogieron 1
fracciones que fueron liinliZadas. El lactato de LAE obtenido
un polvo blanco sélido.

Ejemplo 4

Preparacidén de glutamato de LAE

Se lavdé resina Amberlite IRA402 (en forma de cloruro) ¢

agua.lSe introdujo una solucidn dé glutamato de sodio (Fluka)
luego se lavé nuevamente 1é resina con agua. Se introdgjo en
columna de resina una SOlucién de .LAE, se recogierdn -]
fracciones, que fueron liofilizadas. El lactato de LAE obteni
es un polvo sélide blanco.

Ejémplo 5

LAE encapsﬁlado con aceite de pélma (LAE + palma) .

20 g de aceite de palma caliente fundido fueron rociaaos
60°C scbre 80 g de LAE en una maguina mezcladora de al
cizailamiento yv el producto fihal fue enfriado a‘ temperatuy
ambiente.

" El aceite de palma fue suministrado por la compaf
Vandermoortele.
Ejemplo 6
LAE emulsionado con aceite de soja (LAE + emSy)

Se disolvieron 20 g de LAE en 60 g de agua caliente,
agité con el elemento conocido bajo lé denominacién cbmercj
Ultra Turréx, Sse agregaron 1entamente 20 g de aceite de sojé be
agitacidén y se enfrié répidamente el producto final.

El aceite de soja fue suministrado por la compafiia Mateo.
Ejemplo 7 |

LAE en lecitina (LAE + leéi)
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Se disolvieron 10 g de LAE y 10 .g de lecitina en THF a 309C,
se evapord THF a 70°C, ée dispefsé la mezcla en agua y se exﬁrﬂyé -
cinco veces a través'de.unarmembrana de 200 nm. . -

La lecitina fue suministrada por Aldrich.
Ejemplo 8
LAE con Tween 20 (LAE + T20).

Se disclvieron 20 g de cloruro de LAE y 20 g de Tween 20 '!en

60 g de agua. : -
Tween fue suministrado .por Panreac. | ' e

Ejemplo 9 . o i -

Sales de tensiocactivos catidnicos

Aplicacidn a productos alimenticios. ' s
Se eligid como método de ensayo la determinacién de [la ™’

accidédn conservadora en pechuga de pollo.

Tratamientos ‘ —

La preparacidén de los prodﬁctos utilizados en este ejemplo I
ha sido descrita en los Ejemplos 1 a 4.

1. Control (sin tratamiento) : ‘BI -

2. LAE 0,2 g/kg: , | LAE | : :
' 3. Acetato LAE 0,2 g/kg: LAE Ac . 1 M
4. Lactato LAE 0,2 g/kg: LAE La i»
5. Glutamato LAE 0,2 g)kg: ' LAE GI ;

Todas las concentraciones en este tratamiento se relacionan
con la cantidad del tensiocactivo catidénico conservador por kg del
producto final. , e

Resultados

Los datos experimentales estén provistos en la tabla 1. |La

figura 1 contiene una representacién gréafica. St
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Muestras de pollo cocido tratadas con LAE tienen recuent
infericres a 4,0 log cfu/g‘durante 5 sémanas;
Muestras de control al mismo tiempo tienen 6,7 log cfu/g

gque puede ser considerado como ya inapto.

En cambio, muestras de pollo tratadas con LAE® combinado FON -

acetato, lactato o glutamato tienen recuentos inferiores a 4,0 log

cfu/g incluso después de 8 semanas (3 semanas mas que con LAE).

A las 8 éemanas las muestras de pollo ‘tratadas con I
combinado con acetato( lactato‘o glutamato se encuent;an 1,5 1
cfu/g por debajo de las muestras de pollos tratadas con LAE.

Todas las muestrasg tienen un aspecto correcto y-agradable
finél del experimento.

Las muestras de control a las 8 semanasAhanallegado a §

log cfu/g, tienen olor muy desagradable y se detecta la presendi

de un liquido viscoso.
Tabla 1.

Resultado de recuento aerobio total

o3

1o

LAE

og

B1 LAE | LAE Ac LAE La- LAE Gl DIAS
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21

28
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1 6,7 3,6 ;3 .
2 6,9 3,8 ;5 35 -
3 6,5 3,3 ;3 .
Bromedic] - 6,7 7 | 3600 HE -
1 7,9 4,0 , 6 _ -
2 7,5 4,3 , 8 42 ::
3 8,2 4,1 . 6 -
‘promedio. T 9 i LT PR o
1 8,5 5,1 2 T
2 8,5 4,7 0 49 -
3 8,1 5,2 5 =
DIoMedio|i w84 T 5,0 -
1 8,3 5,3 -
2 8,1 5,2 56 -
3 8,6 5,5 .
‘promedi® 537 55 -
Todos los resultados expresados en log cfu/g. ' _;;
Ejemplo 10 =

Sales de tensiocactivos catidnicos .

Aplicacién en productos cosméticos -

Como métodoc de ensayo se eligidé el método precedente pafa la =

determinacién de la accién conservadora en productos cosméticos|.
Emulsidén aceite en agua
La composicién de la formuiacién cosmética en una emulsidn -

de aceite en agua con tensiocactivo no-idénico, es {en gramos):.
Polisorbato 60 | 3,00 | -
Estearato de SOrbitano | 2,00
Alcohol cetilico - | i,o0 | =
Parafina o . 3,00

" Miristato de isopropilo 3;00. . l _Ef
Trigliqéridos caprilico caproico .3,00
Dimetiédna | . | : 0,50 C o
Propilene glicol 3,00
Goma celulosa : 0,25 mine

Carbomer 940 0,10
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Trietanolamina 0,10
Agua ‘ ‘ " 100 ¢.s.p.
Los productos utilizados fueron suministrados por 1

siguientes fuentes: Poligorbato 60: Uniquema; estearato

as

de

sorbitano; Uniquema; alcohol cetilico: Degussa; parafina: Impex;

miristato de isopropilo: Degussa; _trigliCéridos capriligo- .
caproica: Degussa; dimeticona: | Degussa; propilene glicol:
Quimidroga; goma . celulosa: _Hérculesf carbomer 940: Deéussa v
trietanolamina: Quimidroga.

La p&eparacién de la emulsién de aceite en agua era |(la

siguiente: Se mezclaron los ingredientes oleosos (polisorbato &

estearato de sorbitano, alcohol cetilico, parafina, miristato

isopropilo, triglicéridos caprilico-caproico, dimeticona) vy

calentaron a 75°C. La fase acuosa consistente en propilene

glicol, goma celulosa, carbomer 940 y agua también fue calentada

a 75°C.

La fase oleosa fue agregada a la fase acuosa bajo agitacidn

~~~~~

a aproximadamente 5000 rpm en aparato Ultraturrax. La emulsiéan

fue completada en 2 minutos. Se enfrié rapidamente la emulsidén: a

temperatura ambiente mientras se agitaba a baja velocidad de

rpm. Se .agregd trietanolamina para ajustar pH a 6-7.

La formulacién es completada con los diferentes sisteras:-

conservadores y se evalud su capacidad de conservacidén contra

formulacién sin LAE. (control).

1. Control (gin tratamiento): BI
2. LAE 0,2 g/kg: ‘ LAE
3. Acetato LAE 0,2 g/kg: LAE Ac

4. Lactato LAE 0,2 g/kg: LAE La

la

‘-

e

e

-

20 ..



5. Glutamato LAE 0,2 g/kg: LAE GI

La concentracién indicada es en gramo por kg de la emuls]

conservadora en salchicha “bratwurst”.

én
de aceite en agua.

Los resultados estdn resumidos en la tabla 2.

Tabla 2:
Micro-
organismo BI .LAE LAE Ac LAE La LAE Gl
0] Aerobios 6,5 6,2 6,0 6,1 6,1
diasg Hongos 4,4 4,3 . 4,1 4,2 4,1
Levaduras 5,5 5,6 5,3 5,4 5,6
7 Aerobios 6,9 3,5 2,5 2,2 2,3
dias Hongos 3,1 < 2,0 < 2,0 < 2,0 < 2,0
Levaduras 4,9 3,4 2,1 2,2 2,4
14 . |Aerobios 7,3 3,0 < 2,0 < 2,0 < 2,0
dias |[Hongos 3,4 < 2,0 < 2,0 < 2,0 < 2,0
‘"l Levaduras 4,7 2,6 < 2,0 < 2,0 < 2,0
Los resultados estan provistos en log cfu/g. -

A los 28 dias no se detectd ningin aumento en comparacjén
con el recuento de los 14 dias.

Por lo tanto es evidente que las emulsicnes de aceite |en
agua tratadas con LAE y LAE'X", donde X  es acetato, lactato y/o
glutamato, son eficazmente conservadas.

Al cambiar el ion complementario Cl1° por otros aniones
(tales como acetato, lactato o glutamato) se aumenta la reduccidn
de microorganismos inoculados en mas de 1 leog cfu/ml.

La conservacién con LAE' X° en donde X es acetato, lactatg o
glutamato es mejorada comparada con LAE.

Ejemplo 11:
Combinacién con sales de acidos orgénicos/inorgénicos
Aplicacién en productos alimenticios.
El método de ensayo fue la determinacién de la accidén

-
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Tratamientos ﬂfj
1. Control (gin tratamiento) ’ Control -
2. LAE 0,2 g/kg | | . LAE ,.,
3, LAE 0,2 g/kg + citrato de sqdio 3,0 g/kg» LAE+Nac. . 'EE
4. LAE 0,2 g/kg + hexametafosfato de sodio 5,0 g/kg LAE+NaP - A;:
Citrato de sodio ‘fue suministrado porﬁl Quimidroga, vy el -
hexametafosfato de sodio por BK Giulini Chemie. ‘é?
Todas las concentraciohes en los trafamientos precedentes se‘zi
réfieren a la cantidad de compuesto conservador por kg. !de -
salchicha “brétwurst"t ) “Eé
Ensayos microbioldgicos E?'
'Enrla tabla 3 y en la correspondiente figura 2 se muestm;??
que en el‘ dia 45 las muestras de control tienen un recuento gi

superior a 4 log c¢cfu/g, wmientras que las muestras'tratadas-con i
LAE . tienen 2,8 log cfu/g y las muestras tratadas ¢on U
combinaciones de LAE con citrato de sodio vy hexametafosféto
tienen 2,0 log cfu/g...

Al dia 757155 muestras de control se consideran inaptas para ek
consumo. Las muestras. tratadas con LAE yva han llégadd a jun .

recuento superior a 4 log cfu/g y si las muestras fueron tratadas o

con las combinaciones de LAE con citrato de gsodio | y. e
_ L&

hexametafosfato este recuento he mejorado a 3 log cfu/g. e
Por 1o tanto un tratamiento con LAE en combinacién con sales I

egs mas eficaz que el tratamiento con LAE por si solo. -

Después de 90 dias todas las muestras tratadas con LAE solo
o.en combinacién tienen un buen color y aspecto pero en las
muestras de control se obsgervdéd wun liquido viscoso en |la ¥

superficie de las salchichas. ‘ —_—
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Tabla 3.

Resultados de recuento aerobio total

Control . LAE LAE + NaC | LAE + NaP DIAS
1 2,5 2,0 2,0
2 2,9 2,0 2,0

2,0 2,0

15

130

45 , -

60 - —

75

90

Los resultados expresados en lcog cfu/g.
Resultados fisico-guimicos : I

La evolucidén de pH de los cuatro tratamientos fue analizada =
durante 90 dias. No se observd ninguna diferencia entre el pH|en
cualquiera de las muestras tratadas y de control. Por lo tanto laﬂif

adicién de LAE combinada con sales no influencidé en |la .

caracteristica del pH de las salchichas “bratwurst”. .
Ejemplo 12 e

-
Combinacidn con sales de &cidos organicos/inorgénicos -

Aplicacién en preoductos cosméticos.

Como método de ensayo se eligié el método precedente para|la .
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determinacidén de la accién conservadora en productos cosméticos.

Geles para bafio

Se prepard la siguiente composicién de una formulacidn para

gel de bafio (en gramos):

Lauril sulfato sédico (solucidn 27%) 14,00

Cocamidopropil betaina o 6,00
Cocoanfoacetato disédico' ' - 6,00
Acido_léqtico : o 0,25
Cloruro de sodio : . 0,50
Agua | : . 100 c.s.p.

Esta formulacién se aplica a geles para bafio.
Los productos utilizados fueron suministrados por ]

siguientes fuentes: lauril sulfato sédico: Cognis;  cocamidoprog

betaina: Degusa; cocoanfoacetato disddico: Imﬁex; dcido lactic

Purac y cloruro de sodio: Panreac.

La formulacién es completada con los diferentes tratamient

y su capacidad de conservacién evaluada contra la formulacién s

LAE (control).

1. Control (sin tratamiento) , Control

2. LAE 0,2 g/kg ' . LAE
3. LAE 0,2 g/kg + sitrato de sodio 3,0 g/kg LAE+NaC -

4. 1LAE 0,2 g/kg + hexametafosfato de sodio 3,0 g/kg  LAE+NaP
Resultados microbiolégicos
Los datos experimentales estdn provistos en la tabla 4.

Takla 4.

Micro-
organismo| Control LAE . LAE+ LAE+
: NacC ‘NaP

o - Aerobios 6,6 6,2 . 6,3 6,3

as -+
il .

o: =

»»»»»

OS w

in
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dias Hongosg 4,7 4,5 4,6 4,7
Levaduras 4,9 4,3 4,7 4,5

7 Aerobios 7,0 4,2 2,5 2,5
dias Hongos 4,3 2,3 < 2,0 < 2,0
Levaduras 5,1 2,8 < 2,0 <. 2,0

14 Aerobios 7,7 3,0 < 2,0 < 2,0
dias Hongos 3,9 < 2,0 < 2,0 < 2,0
Levaduras 5,4 < 2,0 < 2,0 < 2,0

Los resultados estén expresados en iog ctu/g.

El dia 28 no se observaron los recuentos de aerobios, hong
y levaduras. De acuerdo al resultado del estudio, si un gel
bafio es tratado con la combinacidén de LAE con citrato de éodi;
hexametafosfato, es eficazmente conservado.

Un tratamiento del gel del bafic con ‘citratos o fosfaf
reduce el log de los microorgénismos inocﬁlados en mas de
cfu/ml. E1 conservadoi' combinado tenia una éficacia. aun me]

como conservador que el LAE sin sales.

Resultados fisico-gquimicos

La evolucidén de pH de los cuatro tratamiéhtos se analt
durante 28 dias. No se observo diferencia de pﬁ en Cualquiera
las muestras tratadas o de control. Por 1o tanto la adicidén
LAE combinado con salés no influenciaba el pH del gel de bafio.

Ejemplo 13

Combinacidén de tensicactivos catidnicos con otro éster

Aplicacién en productos alimenticios.

Se utilizé_el método de ensayo en la determinacidén de
accidén conservadora y la concentracidn eﬁ garbanzos.
1. Control (sin control) , BI
2. Se agregd LAE 0,2 g/kg en el agua de remojado LAE -
3. Se agregd LAE 0,2 g/kg+ nitrato de trietilo

1,0 g/kg en el agua de remojado LAE+tECit

OS

de

os

or

de

de

la

-
-
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4. Sé agregd LAE 0,2 g/kg+ arginato de etilo
1,0 g/kg en el agua de remojado . LAE+ﬁtAr
Resultados de la concentraéién de LAE.

En la figura 3 y tabla 5 se muestran los resultados cg
datos expresados en % en la concentracidn inicial.

Como puede observarse en la figura ?'1oé détos en la ték
la hidrdélisis de LAE llega é aproXimadamen;e 10% de la dos
original después de 24 horas.

Por = otra parte, esta hidrélisis es retardada en
chbinacién de LAE con citrato dé.trietilo y arginato de etiio.

las 24 horas se mantiene la dosis inicial para amj

tratamientos.
Tabla 5

Datos de concentracidén (método HPLC) expresado como % de la dosd

inicial.

Bl LARE LAE+tECt |LAE+EtATr Horas
100 100
9% 101 0

100

102

99
4
1 0 : 97 100 100
8
16

2
3_ 0 ‘95 99 100
=

la

is

la

PO S

513

ARRRE

-----

mo
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el

-

S

L
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92 98 24

94

100

Resultados de los aercbios en garbanzos.
Los datos experimentales se proveen en la tabla 6 vy

muestra una representacién gréafica en la figura 4.

Las muestras de garbanzos remojados tratados con LAE tienen

recuentos ligeramente superiores a 4,0 log cfu/g después de

horas de remojo.

Las muestras de control al mismo tiempo tenian 8,4 1

se

24

og
cfu/g, lo que puede ser considerado como ya 1inapto para |el
cornsumo.

en

En cambio las muestras de garbanzc tratadas con LAE

combinacién con arginato de etilo o citrato de trietilo tenj

recuentos de alrededor de 3,0 log cfu/g después de 24 horas

remojado (1 log menor que con LAE) .

Después de 24 horas las muestras de garbanzo tratadas ¢

LAE mezclado con arginato de etilo o con citrato de trietilo exan

1,0 log cfu/g inferiores a las muestras tratadas con LAE.

Todas las muestras tratadas tienen un aspecto agradable

correcto al final del experimento.

Las muestras de control incluso después de solo 16 horas han-

llegade a 7,3 1log cfu/g, con mal olor y apariencia geheral

desagradable.

Tabla &

Resultados para el recuento aerobio total

an

de

on

e

......
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Bl LAE LAE+tECit | LAE+EtAr Horas
1 2,0 2,0 2,0 2,0
2,0 2,0 0
2,0 2,0
4
8
16 -
B 8,5 4,2 3,0 2,9 |
2 8,3 4,5 3,2 3,1 24
3 8,3 4,1 3,4 2,6

Resultados expresados en log cfu/g

Ejemplo 14

Combinacidn de tensiocactivos catidénicos con moléculas catidnicals.

Aplicacidén a productos alimenticiocs.

Comc método de ensayo se eligidé la determinacidn de accidn

conservadora en pechuga de pollo.

Tratamientos
1. Control (sin tratamiento):

2. LAE 0,2 g/kg:

3..LAE 0,2 g/kg + arginato de etilo 1,0 g/kg:

BI

LAE

LAE + EtAr

El arginato de etilo fue suministrado por Aldrich.

Todas las concentraciones en estos tratamientos estaban

relacionados con la cantidad de compuesto conservador por kg

carne.

Resultados

Los resultados se muestran en la siguiente tabla 7 y en

la

de T

HHHHH

......

sk
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representacidn grafica de la figura S.
Las muestras de pollo tratado con LAE tienen recuent

inferiores a 4,0 log cfu/g durante 5 semanas.

Las muestras de control al mismo tiempo tienen 6,9 log cfu/g

lo qué puede. ser considerado como ya inapto para consumo.

En cambio las muestras de pollo tratadas con LAE mezcla
con arginato de etilo tienen recuentos inferiores a 4,0 log cfy
incluso después de 8 semanas (3 semanas mas que con LAE) .

A las 8 semanas las muestras de peocllo tratadas con - I
mezclado con arginato de etilo son 1,5 log cfu/g menores que 1
muestras de pollo tratadaslcon LAE.

Todas las muestras tratadas tienen un aspecto agradable
correcto ai final del experimento. _

Las muestras de control a las 8 semanas han llegado a §

log cfu/g, tienen muy mal olor y se detecta la presencia de

liguido viscoso.
Tabla 7:

Resultados de descuento de aerobio total

LAE LAE+EtAr Dias

2 0
3
‘promedioy
7

14

Qs

1do

/g

LAE

un .

aey

as -

ESRRRENERREES

1
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; e
pEonedio
28
35
42
49
56
Resultados expresados en log cfu/g. ,;:

Ejeﬁplo 15

Combinacidn de tensioactivos catidénicos con moléculas catidnica

Aplicacidn en productos cosméticos.
Como método de ensayo se eligid el método precedente para
determinacién de la accidn conservadora en productos cosméticos.

~Geles de bafio.

Se prepard la siguiente composicién de una formulacidn ps

gel de bafio (en gramos) :

Lauril sulfato sdédico (solucidén 27%) - 14;00

'Cocamidopropil betaina v 6,00 tE
Cococanfoato diéédico 6,00 jE
Acido'léctico 0,25 i
Cloruro de sodio ' ' 0,50 ;E
Agua. : , 100 c.s.p. g

§

T
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Los productos utilizados fueron suministrados por 1
siguientes fuentes: lauril sulfato gddico: Cognis; cocamidoprof
betaina: Degussa; cocoanfoacetato disédico: Impex; acido lactic

Purac y cloruro de sodio: Panreac.

Esta formulacién aplicada en geles de bafio para obtener una T

solucidn acuosa.
La formulacién fue completada con la adicién de diferent
conservadores y se evalud su capacidad de conservacidn contra

formulacién sin LAE (control).

1. Control (sin tratamiento) v BI
2. LAE 0,2 g/kg : LAE
3. LAE 0,2 g/kg + arginato de etilo 1,0'g/kg LAE+EtAr

La concentracién indicada es en g por kg de la formulacién.

Los resultados se muestran en la siguiente tabla 8.

Tabla 8
Micro-
organismo| Control LAE LAE+EtAr

0 Aercbios 6,6 6,1 6,3
dias Hongos 4,0 4,1 4,2
Levaduras 4,5 4,3 4,5

7 Aerobios 7,4 3,0 2,5
dias Hongos 3,1 < 2,0 < 2,0
| Levaduras 4,3 - 3,3 2,1
14 Aerobios 7,9 2,6 < 2,0
dias Hongos 3,4 < 2,0 < 2,0
Levaduras 4,6 2,86 < 2,0

Los resultados se proveen en log cfu/g.
A los 28 dias no se detectd hingﬁh aﬁmento en comparaci
con el recuento después de 14 dias.
En conclusién queda claro que un gel de bafic tratado con \
combinacién de - LAE c¢on arginato de etilo .es eficazmern

conservado.

as
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La adicién de arginato de etilo aumenta la reduccidn |de -
microorganismos inoculados en mas de 1 log cfu/ml.

Se mejora la conservacién con LAE mezclado con arginato ide .z

etilo. B
Ejemplo 16 ' R
Encapsulacién de tensiocactivos catidénicos - : et
Aplicacién en productos alimenticios. : -

Pechuga de pollo cocida.

Tratamientos _ , _ , . EE
1. Control (sin tratamiento agregado) BI | | “Ei
2. LAE 0,2 g/kg - LAE =
3.vﬂAE encapsulado con aceite de

palma 0,20 g _ ' LAﬁ/kg LAE+palm
4. Emulsidn de LAE con aceite de

soja 0,20 g de LAE/kg ' LAE}emSy
5. LAE lecitina 0,20 g de LAE/kg LAE+leci
6. LAE con Tween 20 a 0,20 g de LAE/kg LAE#tZO -
Resultados | | : ' : -

Los datos experimentales estén provistos en la tabla 9 y uﬁagém
representacién gréfica se muestra en la tabla 6.
Las muestras ' de pello cocido tratadas con LAE tienen
recuentos inferiores a 4,0 iog cfu/g durénte 5 semanas. -
Las muestras de control del mismo ﬁiempo tienen 6,9 log =
cfu/g lo que pueae considerarse como ya inapto para consumo.

En cambio las muestras de pechuga de pollé tratadas con I

encapsuladas - con diferentes tecnologias tienen un recues

inferior a 4,0 log cfu/g, incluso después de 8 semanas (3 semar

mas que con LAE) .




l K - o : :

PrrE T T R e SRR TR R R e s e T R

21
28
35 .
42
49
56

LAE+t20|Dias
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ratadas tienen un aspecto agradablel y

-
[

3,0

o
7
1

4.3

2,4
2,1
|
2,6
3,1
3,2
3,4
3,4
3,7
3,06
4,5
4,3
2
5,0
5,1
}4, g
5,6
5,4
5,6

LAE |LAE+palm |LAE+emSy |LAE+leci
4
4

tienen mal olor y se detecta la presencia de jun

2,0
2,0
W20
2.0
2,0

2,0

, 0
;.0°

, 6
.5
;5
3,3
3,2
3,5

, 3.2
. 2
4,6
5,6
6,2
6,9
6,5
7,2
7,6
8,6
8,5(4,7
8,6
8,3
8,5
8,6

BI
2

Las muestras de control a las 8 semanas han 1llegado a 8,

Todas las muestras

N [M

B

Promedio |86~

Resultados para recuento aerobio total

correcto al final del experimento.

Promedio| 7, 9
‘Promedio|i8,5.] 5,5

Promedio] 67,9 |3

log cfu/g,

liguido viscoso.
‘Promedic | 25
Promedio| 2,57 2,0 .
Promedio,| 3]
Promedio]#d; 32,85

Tabla 9
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Los resultados expresados en 1log cfu/gﬂ

Ejemplo 17

Encépsulacién de tensioactivos_catiénicos

Aplicacién en productos cosméticos

Emulsidén aceite en agua con un emulsionante'iéhido
La composicién de aceite en agua con un emulsionador iéni

utilizada en formulacidén cosmética, es (en g):

Acidq estearico 1,90 .

Estearato de glicerilo 2,80

Alcoheol cetilico 1,80

Parafina - 3,10

Miristato de isopropilc l.r : ' 3,0b

Triglicéridos caprilico-caproico 3,60

Dimeticona ' 0,40

‘Propilene glicol 3,00

Goma celulosa o 0{50

Trie£anolémina 1,05

Agua 100 c.s.p.

Eétds ~p;oduc£os fueron suministrados por las siguient
fuentes: 4&cido estedrico: Unigema; estearato de gliceril

Degussa; alcohol cetilico: Degussa; paréfina: Impex; miristato
isbpropilo: Degussa; triglicéridos caprilico-caproico: Deguss
dimeticona: Degussa;_prdpilene_glicol: Quimidroga; goma celulos
Hércules vy trietanolamina: Quimidroga;

La preparacién de la emulsién aceite en agua con
emulsionador iénico era la siguiente: los ingredientes oleos

(dcidec estedrico, estearato de glicerilo, alcohol cetilig

co

es

O
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sa,

a:
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caproico, dimedicona) fueron mezclados entre si y calentados .a

¢
2
: I\Z
parafina, miristato de isopropilo, triglicéridos caprilico—?§~

i

75°C. La fase acuosa consistente en propilene glicol, goma

i

i
:

celulosa} trietanolamina y agua también fue calentada a 75°C.

La fase oleosa fue agregada a la fase acuosa bajo agitacién

]
%

i

SRURUSEEREERES

a aproximadamente 5000 rpm con aparatb' Ultraturrax. El
emulsionamiento fue completado en 2 minutos. La emulsidén fue
enfriada répidamente a temperatura ambiente mientras se agitaba a
baja velocidad de 20 rpm. Se agregd tfietanolamina para ajustar-
pH a 6-7.

La formulacidn completada con los diferentes tratamientos y-

JETUROUNE

se evalud su capacidad de conservacidén contra la formulacién gin-

-2
LAE (control). ‘ ' _ _ f;
1. Control (sin tratamiento) BI Ty
2. LAE 0,2 g/kg ' LAE —

3. LAE encapsulado con aceite de palma
0,20 g de LAE/kg ' LAE+palm

4. Emulsidn de LAE con aceite de soja

0,20 g de LAE/kg ' LAE+emSy
5. LAE en lecitina a 0,20 g de LAE/kg LAE+leci
6. LAE con Tween 20 a 0,20 g de LAE/kg. LAE+t20

. Los datos experimentales se resumen enrla tabla 10.

Tabla 10 -
Microor-| BI LAE | LAE + | LAE + | LAE + | LAE + | -
ganismo palm emSy leci t20 o
Aerobio 6,4 6,1 6,1 6,3 6,2 6,0. T:;

0 Hongos 4,4 | 4,1 4,2 | a,1 2,3 4,3 und
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dias Levadura 5,5 5,3 5,5 5,2 5,4 5,3 iE;
Aerobio | 7,2 | 4,0 | 2,9.]| 2,5 2.4 2,7 || ==

7 angos 4,1 2,9 < 2,0 | <« 2,0 < 2,0 < 2,0 .NE?
dias |Levadura 5,9. 3,8 2,0 < 2,0 | 2,5 3,1 "i&
| herobio | 8,0 | 2,8 | <20 | <2,0 | <2,0 | <2,0]| =
14 |[Hongos 5,9 < 2,0 ] <2,0 | <2,0 ]| <2,0 ] <2,0 'EE
dias [Levadura| 6,6 2,5 <2,0 | <2,0 | <2,0]<2,0 _—

Los resultados se muestran en 1bg cfu)g
A los 28 dias no se ha detéétado aumento con relacién lal
recuento a los 14 dias. -
" En consecuencia gqueda claro que la emulsién aceite en aguaugé

S con un emulsionante idénico y tratada._cop. LAE a 0,2 gfkg’
(LAE) m, LAE.enéapsulado con aceite palma a 0,20 g de LAE kg
(LAE+palma), LAE emulsién con aceite de‘soja a 0,20 g de
LAE/kg (LAE+emSy), IAE en lecitina a 0,20 g de LAE/kg
 (iAE+1eci) y LAE con tween 20 a 0,20 g de LAE/kg (LAE+520) -
son eficazmente conservadas:

El tratamientc con»LAE recubierto/encapsulado (LAE encapsulado
con aceite de palma .a 0,26 g de LAE/kg {(LAE+palm), emulsnﬁi“f
LAE con aceite de scja a 0,20 g de.LAE/kg (LAE+emSy) ,. LAE |en o
1écitina:a 0,20 g de'LAE/kg’(LAE+leci) Yy LAE con tween 20 a“””
0,20 ‘g ‘de  LAE/kg (LAE+t20) aumenta “las  reducciones -de

microorganismos inoculados en mas de 1 log cfu/ml.

En consecuencia el tratamiento con LAE =7

: _ e
recubierto/encapsulado produce mejor resultados en comparacidn we
‘ . -
a LAE. ' ' SRR B cos
Ejemplo 18 ' |
_ B

) . - . ' . . o - . . . ) a‘
Encapsulacidén de tensiocactivo catidnico en - combinacidén con-%=
sales y ésteres , , : -
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Aplicacién en productos alimenticios

Pechuga de pollo cocida. -

Tratamientos R ‘ ‘ .2:
1. Control (sin tratamiento agregado) BI ' ' ?gi
2. LAE a 0,2 g/kg ‘LAﬁ S :..“l.
3. Acetato LAE en lecitina a 0,2 g de i_
LAE/lg + aréinato de etilo a 1,0 g/kg + . ;EE
citrato de sodio a 3,0 g/kg + citratdv ‘ o »éi
trietilico a 1,0 g/kg ' LAE+SYN ;?
Los resultados se huestran en la tabla 11. _ | i;;

Tabla 11

: Bl LAE LAE+SYN Dias

1.

2 0

3

‘profmedids

7
14
21
28
35
42
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3
promedio:

Los resultados expresados en logvcfu/g

Las muestras de pollo cocido que fueron tratadas con LAE, =TU

tiene recuentos inferiores a 4,0 log cfu/g durante 5 semanas.

Las muestras " de control al mismo tiempo tenian 7,1 1

cfu/g, lo que puede considerarse ya inapto para el consumo.
En cambio las muestras tratadas con LAE+SYN tenian recuent

inferiores a 2,5 log cfu/g incluso después de 8 semanas.

A las 8 semanas las muestras de pollo tratadas con LAE+S

tenian 3,5 log cfu/g menores que las muestras de pollo tratadas IU

con LAE.

Todas las muestras tratadas tenlan un aspecto agradable

correcto al final del experimento.

Las muestras de control a las 8 semanas han llegado a ¢§

log cfu/g. Tenian mal olor y se detectéd la presencia de
liquido wviscoso.

Ejemplo 19

Apiicacién en productos cosméticos

Como método de ensayo se eligid el'métddo precedente - para
determinacidén de la accidn consexrvadora en prqducto$ cosméticos.
Geles de bafio

Se eligid la siguiente composicién de la formulacién para

gel del bafioc (en gramos) .

-
- —
,..,,...,"l‘

P

N
YN ZT
-
i
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Lauril sulfato sodico (27%) 14,00
Cocamidopropil betaina: - 6,00

Cocoanfoacetato disddico 6,0

Auguia - 100 c.=.p.

Los preductos usadns fuervon suministrados por las,siguient

fuentes: 1etr11 sul

Cognis; coo dmldoprcpil

Degh‘sa{‘Cbcoanfoaﬁatatﬁlﬁisédicd: Impex; Acido lacti:

0
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.
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i
P
-t
o
2
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i
197
o
0y
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o
A
T
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=
"
P
o
!

para
golucldHn 2o0SE.

A
s
-
o
-
g .
g.__i
o
0,
T')'
-~
T

"\

compietada con xdicidn de

" BI

LAE

SRETR0 o/kg 4 citrsto trietilaminice

hos datcs experrveuf 1ec entar praovistos er la tak

-

nuestra en la ficura

|
i
i
|
|
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o
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Alaia
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Los restiltados se expresaron en log cfu/g
A los 28 dias no se ha detectado ningiin aumento con reiacid
al recuento de log 14 dias.

Ko ocongecuéncisn. ea dvidente due el bol

g2 g8} tratado ¢on

vie counservado pergue:

OSTA

del recuento -«

|
Yy ac sg deteg

" No''gs ohsérvs ningtin aumento Jel recuento- iniciasl saloule

¥itima ‘e Los wicroorginisnos’
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REIVINDICACIONES

1.- Sistema conservador, CARACTERIZADO porgue comprende |un

)

1

|

r

|

. X {
tensioactivo catidnico derivade de la condensacidén de A&cidos

grasos y aminoacidos dibasicos esterificados de la férmula general
@
COOR,

R3—(CHpp ' X
NHR,

i

|
T

|

l .

;

|

|

en la cual: |

A |

es un anién derivado de a&acidos orgédnicos o inorganicos,
- |

exceptuando los A&cidos inorgédnicos clorhidrico, bromhidricol y

X

sulfdrico; -
R, : es un radical alquilo de cadena recta de un 4&acido graso

saturado o un hidroxi-acido de 8 a 14 &tomos de carbono ligado ial

grupo o-amino a través de una ligadura amidica;

R, : es un radical alquilo de cadena recta o ramificada de 1 a
18 atomos de carbono o aromatico;

Ry : es : : : |

siendo n eg un numero entero de 0 a 4.

2.- sistema consgservador segln la reivindicacidén 1,
CARACTERIZADO porgue el anién X  estd derivado de los é&cidos
lactico, '~ glutéamico, acético, citrico, fumarico, maleico,

i
b



{

| - : By
(S

glucdniceo, laurico, fosfdrico, terbutil-hidrogquinona o
propilparabeno.
3.- Sistema conservador que comprende un tensioactivo

catidénice derivado de la condensacidén de Acidos grasos| vy

aminodcidos dibasicos esterificados de la férmula general
@

COOR,
R;—(CHy)p X 7 i
NI‘IR] ’ !

|
en la cual: i

. L

X" es un anién derivado de 4&acidos orgénicos o inorganicos,
; i

exceptuando los &cidos inorganicos clorhidrico, bromhidrico! v
. ' : i
sulfirico; _

. -
: . . : 2 2 !

Ri : es un radical alquilc de cadena recta de un acido graso
- [
!

saturado © un hidroxi-acido de 8 a 14 atomos de carbono ligado al

grupc o-amino a través de una ligadura amidica;

Ry : es un radical alquilo de cadena recta o ramificada ‘de ﬂ a

18 atomos de carbonc o aromatico; ' :

Ry : es :

—NH; |

J

—NH— !
NH,

L
\ .2
e

gsiendo n es un nﬁmefo entero de 0 a 4, CARACTERIZADO porqueéla
sal de acido orgdnico o inorgédnico es distinta de una sal %de

acido sérbico.
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4. - Sistema conservador segln la reivindicacidn

CARACTERIZADC porgue dicha al menos una sal es citrato de sod%o;

acetato de sodio, glutamato de sodio, fumarato de sodio, maléto

3,

. . |
de sodio, gluconato de sodio, laurato de sodio, lactato de sodio,

|

hexametafosfato de sodio, terbutil hidroguincnato de sodio, .

propilparabenato de sodio, clorhidrato de glucosamina

clorhidrato de etanclamina.

5.- Sistema conservador gue comprende un tensioactivo

catidénico derivado de la condensacidn -de dcidos _graéos@
aminoacidos dibasicos esterificados de la férmula general
&

COOR,

Ry—(CHyn— X ' | 5
NHR,

en la cual:

exceptuando 1los &cidos inorganicos clorhidrico, bromhidrico

|

i

- » - . ]

sul farico; |
1

R; : es un radical alquilo de cadena recta de un &cido graso

saturadd'o un'hidroxi—éc;do de 8 a 14 aAtomos de carbono ligadov
grupo u—amiho a través de una ligadﬁra amidica;

R; : © es un radical alquilovde cadena recté o-ramificada ae 4
18 &tomos de carbono oraromético;

Ry : es

O

i
L
i

Y

X" es un anidén derivado de &cidos organicos © inorganicos,

Y

al

a
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. - ‘ -
siendo n es un numero entero _de 0 a 4, CARACTERIZADO porgue

contiene al menos un éster, amida o inhibidor de enzima.

|
i
b
'

6.- Conservador segin la reivindicacidén 5, CARACTERIZADO

porgque dicho al menos un éster»esAarginato'de etilo, citrato

A . . . s | . NP
trietilo, diacetina, acetamida de arginina, genisteina o azltcar y

péptidos de lupina.

7.- Sistema conservador que comprende un tensioactivo
catidénico derivado de la condensacidén de acidos grasos! y
aminodcidos dibdsicos esterificados de la férmula general

§ :
@ ! -
: .
!
A COOR, o i
R;—(CHypp X ' 5
: NHR,
en la cual: ‘
X" es un Anién_ derivado de A&cidos orgédnicos o inorganicos,
exceptuande los A&cidos inorgdnicos c¢lorhidrico, bromhidrico| y
sulfarico;
Ry : es un radical alquilc de cadena recta de un &cido graso
sa;urado o un hidroxi-acido de 8 a .14 Atomos de carbono ligadoial,_
. |
grupo o-amino a través de una ligadura amidica; ‘
Rz : es un radical alquilo de cadena recta o ramificada de % a

I
1
1
i
|
!
i

de



e

18 atomos de carbono o arcmatico;

Ry : es

siendo n €s un nimero entero de 0 a 4, CARACTERIZADO ‘porque
contiene al ménos una molécula catidnica.

8. - Sistemé conservador segin la reivindicacién 7,;
CARACTERIZADO porgue dicha al menos una mélécula. catiénica |es

arginato de etilo, glucosamina, guitocsano, cligémeros de

guitcsanc o acido glutamico.
9.- Sistema conservador que comprende un tensioactivo
catidénico derivado de la condensacién de Aacidos grasos| y

aminodcidos dibasicos esterificados de la férmula general

®
COOR,

R_}_(CH;)n ; X
NHR,

en "la cual:

X" es un anién derivado de &cidos orgdnicos o inorganicos,

exceptuando los A&cidos inorganicos clorhidrico, bromhidrico! y

sulfdrico; i

: |
: i
Ry :+ es un radical alquilo de cadena recta de un &acido graso

saturado o un hidroxi-&cido de 8 a 14 &tomos de carbono 1igado;al

1
l
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grupo o-amino a través de una ligadura amidica;
R, : es un radical alquiloc de cadena recta o ramificada de 1

18 Atomos de carbono o aromatico;

Ry : es
—NH;
i
NH,
—NH— |
NH, E

NH

siendo n es un nimero entero de 0 a 4, CARACTERIZADO porgue

tensioactivo catidnico se halla en forma encapsulada.

10.- Sistema conservader segin la reivindicacidn

el

9,

CARACTERIZADO porgue dicha al menos una forma encapsulada es una

-

emulsién de aceite en agua.
|
i

11.- Sistema conservador seglin las reivindicaciones 9 & 1
CARACTERIZADO porque el aceite utilizado es aceite de palma

(punto de fusidn 35-80°C,), aceite de soja o aceite de girasol.|.

0,

12.- Sistema conservador ;egﬁn las reivindicaciones 1 ,| a
12, en combinacién con unc o més de las reiVindicaciones 3 a 9,

13.- Sistema conservador seg(n las réivindicaciones 1 a 12,
CARACTERIZADO porque el pensioactivo catidnico es un . éster
etilico de lé,lauramida de argininaf

14.- Sistema conservador segin las reivindicaciones 3 a iz,
CARACTERIZADO porque el tensioacti&o catiénicé es el ést

~etilico de la lauramida de arginina y X es cloruro.

15.- Uso del sistema conservador segun cualguiera de ias

reivindicaciones 1 a 4. para 1la conservacién_ de prodﬁctos

e

L
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alimenticios.

16.-.Uso segln la reivindicacién 15 para la conservacidn |de 7.

carne, aves, pescado, crustiaceos, legumbres, verdura, emulsion?s,

salsas, pasteleria, panaderia, productos lacteos, productos| a

base de huevos, mermeladas, jaleas, bebidas, jugos, vinos; y.

cerveza.

17.- Uso del sistema conservador segin cualguiera de Jlas -

reivindicaciones 1 a 14 para la conservacidén de productos
cosméticos.
18.- Uso segin la reivindicacidén 17 para la conservacidn de

productos cosméticos gque contienen compuestos Jgrasos tales como

aceite mineral, aceite animal, aceite vegetal, de sintesis| y

silicona y también alcohol, &cidos grasos y ceras, solventes
orgdnicos, agentes tensiocactivos, sclubilizantes y emulsionantes
:

iénicos y no idnicos, agentes espesantes y agentes hidréfilos

gelificantes, tales como polimeros carboxivinilicos, (por ejemplo

carbomer), copolimeros acrilicos, (por' ejemplo ‘acrilatos | vy
alquilacrilatos), poliacrilamidas, polisacaridos, gomas
naturales, )por ejemplo, goma xantano), agentes espesaﬁtes %
agentes | lipofiliéos gelificantes, ~ tales como arcilias
modificadas, (pof ejemplo, bentonita), sales metélicas de écilos

grasos, silice hidrdfoba y poliétileno, perfumes vy aceiies
esenciales, suavizantes, excipientes, antioxidantés,

, ) , ; i ; 1
antioxidantes, secuestrantes opacificantes, filtros, componenées

: i

. . . Do e C e
colorantes, vy pigmentos e ingredientes hidréfilos o - lipofilos
activos.

19.- Composicién cosmética para el cuidado de la piel,

cuidado oral, control del olor corporal, que comprende el sistema
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RESUMUEN

Sistema conservador a la base de tensioactivos catidnicos
convencionales cuyo ejemplo tipico es el éster etilico |de
monoclorhidrato de la lauramida de arginina (LAE) de la siguiente

férmula

0 : @
Cl

NH (CH3);9—CH;
(2)
Ademids de la forma de clofuro se conoce el correspdndieﬁte
bromuro y los sﬁlfatos.
Se ha verificado que otras sales de 7los tensicactivos
catidnicos desarrollén excelenteé propiedades, tales como. las
sales de los &cidos léactico, glutamico y acético.
También  se ha hallado que la combinacién de los
tensicactivos catidnicos con él menos una 851 de un Aacido
orgénico o ;inorgénico desarrolla una - excelente acc1én
conservadora.
Otro. sistema conservador con propiedédes convenientes es |la
combinacién de los tensiocactivos catiénicos con al menos .iun
éster, amida o inhibidor enzimético.
- También la combihécién del tensioadtiyo catiénicb con otra
molécula catiénica_ tal como arginato de etilo, gluxamina
quitosano, dando iugar a un sistema conservador eficaz.
Otro sistema conservador eficaz resultd ser el tensicactivo

catidnico en forma encapsulada.

P
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NUEVOS SISTEMAS CONSERVADORES A BASE DE TENSICACTIVOS CATIONICOS

Reivindicacién(es):

1.- Sistema conservador, CARACTERIZADO porque
comprende un tensioactivo catidnico derivado de |la
condensacion de acides grasos y aminoécidos dibasicos
esterificados de la férmula general

@

COOR,
R3;—(CHy)p X
NHR,

en lacual:

X es un anion derivado de &cidos organicos o inorganicos,
exceptuando los acidos inorganicos clorhidrico, bromhidrico y
sulfurico;

Ry es un radical alquilo de cadena recta de un &cido
graso saturado o un hidroxi-acido de 8 a 14 atomos de
carbono ligado al grupo a-amino a través de una ligadura
amidica;

Ra: es un radical alquilo de cadena recta o ramificada
de 1 a 18 atomos de carbono o aromético;
Rs:es
—NH;
NH,
—
NH,

/ NH
%
NH
siendo n es un ndmero entero de 0 a 4.

2.- Sistema conservador segun la reivindicacién 1,
CARACTERIZADO porque el anién X- estd derivado de los

4cidos lactico, glutamico, acético, citrico, fumérico, maleico,
gluconico, laurico, fosférico,  terbutil-hidroquinona o
propilparabeno.

3- Sistema conservador que comprende un
tensioactivo catidnico derivado de la condensacidn de acidos
grasos y aminoacidos dibasicos esterificados de la formula
general

@

R;—(CHy)p X
NHR,

en la cual:

X es un anién derivado de acidos organicos o inarganicos,
exceptuando los acidos inorganicos clorhidrico, bromhidrico y
sulfdrico;

Ry: es un radical alquilo de cadena recta de un acido
grasc saturado o un hidroxi-acido de & a 14 atomos de
carbono ligado al grupo a-amino a través de una ligadura
amidica;

Ra: es un radical alquilo de cadena recta o ramificada
de 1 a 18 atomos de carbono o aromatico;
Rs:es
_NH3
NH,
—Ni—{
" NH;

Wy
NH

siendo n es un namero entero de 0 a 4, CARACTERIZADO
porque ta sal de acide organico o inorganico es distinta de una
sal de acido sorbico.
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SUPCRINTENDENCIA

Pagina 2 de 5 Resolucion N°
Ref. 07-11826

1. Notoriedad

1.1. Norma

El articulo 136 literal h) de la decisién\486 de la Comision de la Comunidad Andina, que
sefiala gque no podran registrarse ¢omo marca los signos que “constituyan una
reproduccion, imitacidn, traduccién, trapsliteracién o transcripcion, total o parcial, de un
signo distintivo notoriamente conocido cuyo titular sea un tercero, cualesquiera que sean
los productos o servicios a los que se aplique el signo, cuando su uso fuese susceptible
de causar un riesge de confusion o de aspciacidn con ese tercero o con sus productos o
servicios; un aprovechamiento injusto de prestlglo del signo; o la dilucién de su fuerza
distintiva o de su valor comercial o publick

1.2. Concepto

Para el profesor espafiol Carlos Fernandez Novoa de marca notoria debe hablarse
“cuando el uso intenso de ese signo porj parte de la empresa se ha traducido en la
difusién de aquella entre el pubiico de los consumidores, de manera que es
reconocida en el mercado como signo indicador del origen empresarial
(FERNANDEZ NOVOA, Carlos: "El relieye juridico de la notoriedad de la marca”, en
Revista de Derecho Mercantil. No. 111. Madrid, 1969. p. 174.)

Asimismo, el Tribunal Andino de Justicia ha definido en diferentes ocasi
marca notoria “aquella que retne |a calidad de ser conocida por upa coléctividad de
individuos pertenecientes a un determinado grupo de consumidores < usuarios del
tipo de bienes o de servicios a los que es aplicable, porque ha sgido ampliamente
difundido entre dicho grupo'. (Proceso S“IP 94, G.0. N° 177 de abfril 20 de 1995, Pag.
283 del Tomo de la Jurisprudencia del) Tribunal). Lo anteripr’significa que la marca
notoria es aquella que es conocida pof los consumidores © “publico relevante” de la
clase de producto o servicio de que sejtrate, entendlé' ose por este Ultimo no sdlo a
los potenciales adquirentes sino a flos usua/tes y otras personas que estén
involucradas con los productos o serwcnos?ntes durante o después de su venta’.
R
La proteccion que se otorga a la marca- otoria es mas amplia que la que se otorga a
la marca comun, ya sea en el ambitd territorial y en el ambito de la especialidad, ya
que sobre el primer punto la marca notorla no se limita al pais que se haya conferido
el registro o a un grupo de pauées sino que puede ser de cobertura universal cuando
se dan las condiciones pr. Gistas en la 1\ey ‘marcaria, tales como la notoriedad y los
acuerdos de comercnallzamén como lo establecen los articulos 83 literal d), y 107 de
la Decisién 344 del Acuerdo de Cartagena (Interpretacion prejudicial 05-IP-94. G.O.
N° 177 de abril 20 de 1995). Sobre el amb\%to de la especialidad en la marca notoria,
no se exige que’los productos prategidos ‘sean idénticos o similares, sino que se
abarca también a todo el universo de bienés Y, servicios, con lo cual el analisis de la
confundibilidad se concretaria unicamente a !os S|gnos esto es constatando que no
se esté en presencia de una reproduccbn |mlta0|on traduccion o transcripcién de la
marca notoria. \

Asi, antes de entrar a analizar las pruebas allegadas que buscan demostrar la
notoriedad del signo opositor, hay que determinar si\los signos objeto de estudio
presentan semejanzas tales que puedan inducir al pubhco consumidor en confusion,
para esto se debe realizar el estudio de los signos .y de Tos productos O Servicios a
distinguir para determinar si son confundibles. Para establecer\si existe o no
semejanza entre los signos en conflicto, es necesario reallza?\u%omparamon del
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADM!SION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [4 MODELO DE_UTILIDAD
€ Indicacion de que se solicita la concesion de una patente
€ Datos de identificacion del sol:c:tante o de la persona que presenta la solicitud
€ Descripcién de {a invencién
4 Dibujos de ser estos pertinentes
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

oo o0

COMPLETA [ ]

Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del

material que incorpora el disefio
Comprobante de pago de las tasas establecidas

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

*
¢

2 4

*

COMPLETA [ ]

indicacién de que se solicita el registro de un.Esquema de Trazadc
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica del esquema trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

odio MNewo Byt
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Bogota,
2020

Doctor (a)

FERRERO EMILIO .
Apoderado(a) y/o Representante de
LABORATORIOS MIRET, S.A.

REFERENCIA Radicacién No. : 8 10123

Solicitud internacional PCT/EP2005/053735
Fecha inicioc fase nacional 01/03/2008
Tramite 11

Evento 378

Actuacidn 430

Oficio No. - 3128
Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisidén 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:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del
derecho a la patente del inventeor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisidn 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente reguerimiento, la solicitud se
considerarad abandonada y perderd sy prelacidn. ‘
o~

Notifiquese el presente oficio fonforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quintlo del titwlo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

El anterdior
fecha
adpall

fue notificado por fijacién en lista de




