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Procedimiento para la sintesis de tensioactivos
catidnicos derivados de la condensacién de &cidos
grasos con aminoacidos de caracter basico esterifica-
dos, y su aplicacién como agentes antimicrobianos.
El procedimiento comprende una primera etapa de
esterificacion de un aminodcido y se caracteriza por
el hecho de que en una segunda etapa tiene lugar la
condensacién de un cloruro de acido graso con un
derivado de aminoacido esterificado.

Se refiere a la sintesis de compuestos tensioacti-
vos de tipo catidnico constituidos por aminoacidos
de caracter basico naturales (y cualquiera de sus
homélogos) modificados convenientemente con el
objeto de conseguir productos con aplicaciones es-
ecificas como agentes antimicrobianos (biocidas).
ge utilizan medios de reaccidén y catalizadores no
toxicos y se obtiene un producto final exento de im-
urezas.

| coste es reducido debido a la utilizacién de pri-
meras materias mas econémicas e instalaciones mas
simples.
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ES 2 092 958 B1

DESCRIPCION

Procedimiento para la sintesis de tensioactivos cationicos derivados de la condensacién de 4cidos gra-
sos con aminoécidos de caracter basico esterificados y su aplicacién como agentes antimicrobianos.

La presente invencion se refiere a un nuevo procedimiento de obtencién de productos tensioactivos
catidnicos, cuya parte hidréfila estd constituida por un aminoacido de caracter béasico esterificado y su
parte hidréfoba consiste en un acido graso unido al grupo a-amino del aminoacido a través de un enlace
amida.

Antecedentes de la invencién

La aplicacién de compuestos tensioactivos catidonicos como agentes antimicrobianos ha sido extensa-
mente estudiada.

Como antecedentes de la presente solicitud de patente pueden citarse las siguientes patentes: JP
7416005; JP 7505350; JP 723571; JP 7783942; JP 73118516; JP 8153280; GB 1352420, y, US 3985722.

Existen antecedentes de aplicacién de compuestos de naturaleza semejante en campos tales como
cosmética (ver patente GB 1352420), dentifricos (JP 51023571) y acondicionadores del cabello (GB
2140297).

En las patentes EP 320 976 y GB 1352420 se describe la sintesis de compuestos semejantes a los ob-
tenidos en el procedimiento de la invencién (tales como sales de pirrolidin carboxilato). El procedimiento
de sintesis se realiza siguiendo un orden y unas condiciones de reaccién determinados: condensacién del
acido graso sobre el aminoacido en un medio organo-acuoso, posterior esterificacién del N-acil-aminoacido
con el alcohol correspondiente saturado con &cido clorhidrico y final formacién de sal con pirrolidin car-
boxilato.

En la patente US 3985722 el reactivo acilante es una mezcla del acido graso y anhidrido sulfurico,
realizandose la reaccién en presencia de trietanolamina.

En la patente ES 512643 la preparacién de los compuestos objeto de la presente solicitud comprende
una primera etapa de esterificacién y una segunda etapa de condensaciéon de un derivado de aminoacido
esterificado con un acido graso, utilizando directamente el dcido graso sin derivatizar y empleando dici-
clohexilcarbodiimida como agente de condensacién.

Descripcion de la invencién

Es objeto de la presente invencién preparar con buen rendimiento y pureza, tensioactivos catiénicos
derivados de aminodcidos de caracter basico, a partir de materias primas y catalizadores no téxicos,
minimizandose el coste energético y obteniéndose un producto final libre de impurezas, con aplicaciones
especificas como agentes antimicrobianos.

La presente invencién esté relacionada con la preparacién de moléculas que responden a la férmula:

COOR, 17

/
Rg-(CHQ)n-CH X~

\
NH R;

donde:
X7: puede ser Br—, Cl~, HSO

R;: es una cadena alquilica lineal de un acido o hidroxiacido graso saturado de 8 a 14 atomos de carbono,
unido al grupo a-amino del aminoécido a través de un enlace amidico.

Ro: puede ser un resto alquilico lineal o ramificado de 1 a 12 4tomos de carbono o aromatico.

Rg3: puede ser
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- NH;
NH,
/ /
/
/
-NH-C
\
\
\
NH
-C =—CH
| |
NH NH
\ //
CH

pudiendo variar n desde 0 hasta 4
Los materiales de partida utilizados pueden ser:

- aminodcidos de calidad técnica.
- cloruros de acidos grasos de calidad técnica.
- agua desionizada.

- sosa y acido clorhidrico de calidad técnica.
El procedimiento a que se refiere esta patente consta basicamente de dos etapas.

la.- Esterificacién del grupo carboxilico del o -aminodcido con alcoholes C1-Cy2, lineales, ramificados
o aromaticos, utilizando como reactivo cloruro de tionilo, y aprovechando el calor de reaccién para llevarlo
a cabo.

2a.- Condensacién de la cadena alquilica lineal de acido graso Cg-Ci4 al grupo a-amino a partir del
cloruro de acido correspondiente en un medio acuoso alcalino.

En la etapa de esterificacién del acido carboxilico de un a-aminoacido se puede utilizar cualquier
aminodcido comercial, siendo de preferencia los aminodcidos de caracter bésico, en particular la L(+)
arginina.

La segunda etapa de condensacion del cloruro de acido graso o del hidroxidcido con el éster del
aminoacido se efectiia en un medio acuoso alcalino sin necesidad de la utilizaciéon de ningin solvente
organico. Dicha condensacién se lleva a cabo a un pH alcalino, con preferencia a un pH comprendido
entre 8 y 10.

El pH alcalino se consigue por adicién al medio acuoso de un hidréxido de metal alcalino, preferible-
mente sodio o potasio.

Una vez efectuada la condensacién se recupera el producto mediante centrifugacién del producto pre-
cipitado después de ajustar el medio a un pH préacticamente neutro, preferiblemente a un pH comprendido
entre 6 y 7, por adicién de un acido inorgdnico, preferiblemente acido clorhidrico.

Preferentemente, en el procedimiento de la invencién la esterificaciéon del aminoédcido con alcoholes
C1 - C12, en particular etanol, tiene lugar anadiendo cloruro de tionilo sobre una suspensién de arginina
en alcohol preparada a temperatura ambiente.

El procedimiento de la invencién difiere de los procedimientos anteriores tanto en la etapa de esteri-
ficacién como en la etapa de condensacién.
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En la etapa de esterificacion se utilizan los mismos reactivos y el mismo catalizador que en la patente
ES 512643, pero la secuencia de la reaccion es distinta. No se mezclan simultdneamente los reactivos
(arginina y etanol) con el catalizador (cloruro de tionilo) sino que se anade el catalizador posteriormente
a los reactivos. De este modo, la reaccion de la invencién es exotérmica, con lo cual se aprovecha el calor
desprendido con el correspondiente ahorro energético durante esta fase del proceso.

En la etapa de condensacién los componentes son distintos. Asi, por ejemplo, en la patente ES 512643
se utilizan DMF (dimetilformamida), diciclohexilcarbodiimida y un dcido graso, mientras que en la in-
vencion se utilizan agua, sosa y un cloruro de acido graso. Se trata, pues, de una condensacién del cloruro
de acido graso en medio acuoso, separandose el clorhidrato del derivado correspondiente.

Por lo tanto, el procedimiento de la invencién es sustancialmente distinto de los procedimientos an-
teriores en cuanto a las materias primas y catalizadores no toxicos utilizados y la exencién de impurezas
en los productos finales obtenidos, caracteristica diferencial muy importante en cuanto elimina las in-
terferencias que dichas impurezas pueden producir en la aplicacién final como agentes antimicrobianos.
Debido a las materias utilizadas el costo del procedimiento también resulta menor y las instalaciones més
simples.

La presente invencion se refiere también a la aplicacién de los productos obtenidos por el procedi-
miento citado como agentes antimicrobianos (biocidas).

Los productos descritos carecen de efectos irritantes dérmicos y de actividad ulcerogénica géstrica
significativa, no son mutagénicos (segin test de Ames) a las dosis habituales de uso en sus campos de
aplicacién y presentan valores de DLjo por via oral superiores a 2000 mg/kg. (La DLsg es una forma
de expresar la toxicidad de cualquier producto y se define como la dosis minima, expresada en mg de
producto ensayado por kg del animal experimentado, que produce la muerte del 50% de los animales
objeto del ensayo).

Los productos descritos son capaces de formar agregados supramoleculares de tipo micelas, cristales
liquidos, emulsiones y microemulsiones en sistemas binarios, ternarios, cuaternarios, cuya tecnologia es
aplicable a muchos campos industriales tales como la cosmética, la dermofarmacia o la alimentacion.
Ejemplos

A continuacién se detallan varios ejemplos:

Uno de obtencién y cuatro de aplicacion: dos en la industria carnica y dos en la cosmética.

Ejemplo I

Describiremos el proceso de obtenciéon a escala de laboratorio de un producto concreto: el monoclor-
hidrato de la lauramida del éster etilico de la L (+) Arginina.

Como se ha mencionado en la memoria el proceso consta de dos etapas.
Primera etapa
Preparacion del diclorhidrato del éster etilico de la L (+) Arginina.

En un reactor de vidrio de 2 litros de capacidad con tapa de cinco bocas y provisto de agitacién
mecanica, condensador de reflujo, entrada de nitrégeno gas, embudo de adicién y termdémetro, se sus-
pende 1 equivalente de L (+) Arginina clorhidrato en 200 ml. de alcohol etilico basicamente exento de
agua, a temperatura ambiente, y se conecta la agitacion.

Acto seguido se afiade gota a gota, y durante un periodo de dos horas, 1,3 equivalente de cloruro de
tionilo, manteniendo el reflujo por calefacciéon. Cuando la mezcla llegue a la temperatura de ebullicién se
agita durante tres horas mas, finalizadas la cuales se elimina el disolvente evaporandolo a presién reducida
repetidas veces, con previas adiciones de etanol seco.

Segunda etapa

Preparacion del monoclorhidrato de la lauramida del éster etilico de la L(+) Arginina.
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Se disuelve en agua el crudo de la reaccién anterior, se neutraliza con hidréxido sédico acuoso, y
posteriormente se lleva a pH 8-10 en el cual se mantiene durante el resto de la reacciéon, mientras que se
anaden, gota a gota, 1,1 equivalente de cloruro de lauroilo, manteniendo la temperatura de la mezcla por
debajo de 20°C por medio del adecuado bano refrigerante con etilenglicol.

Finalizada la adicién se mantiene la agitacién durante dos horas mas, ajustando finalmente el pH
a valores 6 - 7 con 4cido clorhidrico. Finalmente se filtra el crudo de reaccién, obteniéndose un sélido
blanco de aspecto nacarado, de riqueza 80 - 85 % P /P sobre el producto inicialmente esperado.

Ejemplo II

Describiremos la aplicacién del producto obtenido segin el proceso descrito en el ejemplo I, como
conservante en la industria carnica, concretamente de jamén cocido.

Con la finalidad de evaluar la actividad antimicrobiana del producto obtenido segin el proceso des-
crito en el ejemplo I, se ha efectuado un ensayo a escala industrial en una planta de fabricacién de jamén
cocido, segun se explica seguidamente:

En un depésito de 100 1 que contiene la salmuera de inyeccién para los jamones se adiciona el producto
(monoclorhidrato de la lauramida del éster etilico de la L(+4) arginina) en una cantidad tal que resulte
una dosis de 29 de producto por 1000 g de jamén tratado.

Siguiendo los métodos industriales habituales se inyectan los jamones con dicha salmuera, se procede
al masaje durante 48 horas con bombos al vacio y a una posterior coccién (a 69°C en el corazén de la
pieza), tras lo cual se procede a su envasado. A partir de aqui se hace un estudio microbioldgico durante
cuatro meses, periodo durante el cual las piezas se han sometido a condiciones extremas de almacenaje.

La evaluacién de la eficacia del producto como conservador de los jamones (por su efecto antimicro-
biano) se ha llevado a cabo a través de ensayos microbiolégicos determindndose el nivel de contaminacién

microbiana (en concreto bacteriana, en este caso) presente en las piezas.

El método de determinacién es el de contaje de viales en placa determindndose bacterias aerobias
mesofilas totales, enterobactereidceas y microbiota heterolactica.

Los resultados obtenidos al cuarto mes son los siguientes:

UFC/g
S.C. C.P.
Aerobias mesdfilas totales — 2-10° 1,5 -103
FEnterobacteredceas 3,5-10% ausencia
Heteroldcticas 1.102  ausencia

(Los resultados se expresan en unidades formadoras de colonias (UFC) (bacterias) por gramo)

La columna marcada S.C. corresponde a producto sin conservante; a la marcada C.P. se le ha anadido
el producto objeto del ejemplo a la dosis descrita.

De los resultados obtenidos se desprende claramente la eficacia del producto que rebaja notablemente
el nivel del primer microorganismo citado (hasta niveles tolerables para una no putrefaccién del jamén)
y los elimina totalmente en los otros dos casos.

Ejemplo III

Este ejemplo consiste en la repeticién del anterior ensayo inyectando los jamones con salmuera con-
teniendo el producto objeto del ejemplo II (columna C.P.) y, a titulo de comparacién, en otro grupo
de jamones, con salmuera conteniendo un conservante quimico tradicional a base de sorbato potésico y

p-hidroxibenzoato de propilo (columna CT).

Los resultados obtenidos son los siguientes:



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 092 958 B1

UFC/g
C.T. C.p.
Aerobias mesdfilas totales 1103 ausencia
Enterobacteredceas ausencia ausencia
Neteroldacticas ausencia ausencia

de donde se desprende una mejor eficacia del producto propuesto sobre el conservante quimico tradicio-
nal utilizado como referencia. Ello abunda sobre la bondad del producto propuesto dadas ademds sus
caracteristicas de inocuidad.

Notese que el valor absoluto de los contajes puede variar de un ensayo a otro debiendo tenerse en
cuenta las tendencias.

Ejemplo IV

Describiremos la aplicacién del producto en la industria cosmética, concretamente su uso como con-
servante en la preparacion de un champn.

Se prepara, a nivel de laboratorio, una cantidad (5 Kg) de champn, siguiendo una formulacién clésica,
expresada en % p/p:

Lauril sulfato sédico al 25% 30%
Dietanolamida ldurica 5%
Conservante (el mismo de los ej. Iy II) 0,04 - 0,05%
Agua desionizada hasta 100%

(no se incluye perfume ni colorante pues no inciden en el proceso de conservacién).

Se prepara otra cantidad analoga de champu con la misma férmula pero sin conservantes para utili-
zarlo como referencia.

La actividad antimicrobiana de ambos se determina mediante una adaptacién del test de “Challenge”
en el que se disponen muestras de ambos champus anadiéndoles a todas ellas un inoculo combinado de
levaduras, bacterias y hongos de las siguientes especies y cepas:

Escherichia coli (ATCC n° 9027)
Stephylococcus aureus (ATCC n° 8739)
Pseudomonas aureoginosa (ATCC n® 9077)
Candida albicans (ATCC n° 10231)
Aspergillus niger (ATCC n° 16404)
El test consiste en contaminar una cierta cantidad del champi de las mencionadas muestras ino-
culandolas con varios microorganismos conocidos y ver su evolucién a un tiempo y temperatura determi-

nados (37°C en n/caso).
En nuestro caso los contajes en placa se efectiian a diversos tiempos de incubacién, dando los resultados
detallados a continuacién, de los que se deduce claramente (por el descenso del nimero de colonias) la

efectividad del producto en el champi comparandolo con el de referencia que no lleva el producto.

Colonias/Grano formulacién

Tiempo de la incubacién 12 inoculacién

Muestra 0 horas 24 horas 3 dias 7 dias
NTB Hyl NTB Hyl NTB Hyl NTB Hyl

Referencia

(sin conservante) 3106 2.10°5 3-105 1.10* 3-10° 5-10* 6:105 <10

Con 0,4% del producto

objeto del ejemplo 3106 2.10° <10 <10 <10 <10 <10 <10
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donde NTB = ntuimero total de bacterias
Hyl = Numero de hongos y levaduras

Colonias/Grano formulacién

Tiempo de la incubacién 22 inoculacién

Muestra 0 horas 24 horas 3 dias 7 dias
NTB Hyl NTB Hyl NTB Hyl NTB Hyl

Referencia

(sin conservante) 5107 3-10° 5-107 5-10* 7-107 4.10® 7-107 1-103

Con 0,4% del producto

objeto del ejemplo 5107 3-10° 4-10* 1102 <10 <10 <10 <10

Ejemplo V

En este ejemplo, se efectia un ensayo de su eficacia como conservante en un desodorante que se
presenta en aerosol y cuya formulacién expresada en % p/p es como sigue:

1,2 propilenglicol 1%
Etanol 40%
Conservante (el mismo de los ¢j. anteriores) 0,4 - 0,5%
Agua desionizada hasta 100%

(no se incluye perfume pues no incide en el proceso de conservacién; tampoco se incluye el propelente)

La actividad antimicrobiana se determina midiendo el halo de inhibicién producidos en los cultivos
en placa de agar de las siguientes cepas:

Pseudomonas aureoginosa (ATCC n° 9077)
Stephylococcus aureus (ATCC n° 8739)
Escherichia coli (ATCC n° 9027)

Candida albicans (ATCC n° 10231)
Aspergillus niger (ATCC n° 16404)

Las placas se incuban en estufa 18 horas a 37°C.
Se obtienen los siguiente resultados

Didmetro del halo de inhibicién
(413 mm disco muestra)

Microorganismo Muestra con 0,4% del Muestra Control
Ensayado conservante ensayado  (sin conservante)
Stephylococcus aureus 30 13
Pseudomonas aureoginosa 28 13
Escherichia coli 26 13
Candida albicans 15 13
Aspergillus niger 20 13

Los resultados muestran claramente la eficacia: en las muestras control no se da halo de inhibicién
(13 mm no cuentan pues corresponde al disco central portamuestras), mientras que aquellos que llevan
conservantes lo producen en dimensiones considerables.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la sintesis de tensioactivos catiénicos derivados de la condensacién de dcidos
grasos con aminoacidos de caracter basico esterificados, de formula:

COOR, 17

/
Rg-(CHQ)n-CH X~

\
NH R4

donde:
X7: puede ser: Br—, CI7, HSOy

R;: es una cadena alquilica lineal de un acido o hidroxiacido graso saturado de 8 a 14 atomos de carbono
unido al grupo a-amino del aminoécido a través de un enlace amidico.

Ro: puede ser un resto alquilico lineal o ramificado de 1 a 12 4tomos de carbono o aromatico.

Rj3: puede ser

- NH;
NH,
/ /
/
/
-NH-C
\
\
\
NH
-C =—CH
| |
NH NH
\ //
CH

pudiendo variar n desde 0 hasta 4

que comprende una primera etapa de esterificaciéon de un aminodacido, caracterizado por el hecho de
que en una segunda etapa tiene lugar la condensaciéon de un cloruro de acido graso con un derivado de
aminoacido esterificado.

2. Procedimiento, segtin la reivindicacion 1, caracterizado por el hecho de utilizar aminoacidos de
caracter bdsico, en particular L(4)arginina.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que la esterificacion del
aminoacido con alcoholes C1 - C12, en particular etanol, tiene lugar anadiendo cloruro de tionilo sobre
una suspensién de arginina en alcohol preparada a temperatura ambiente.

4. Procedimiento, segtin la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que la segunda etapa de
condensacion de acidos grasos con el grupo amino de los aminodcidos de caracter basico esterificados se
lleva a cabo utilizando el cloruro de dichos acidos grasos saturados de 8 a 14 atomos de carbono o el
cloruro de los hidroxidcidos de la misma longitud de cadena.

5. Procedimiento, segtn las reivindicaciones 1 o 3, caracterizado por el hecho de que la condensacion
del cloruro del acido graso o del hidroxidcido con el éster del aminoacido tiene lugar en un medio acuoso
alcalino.
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6. Procedimiento, segun las reivindicaciones 1 o 5, donde el medio de reaccién se mantiene a pH entre
8 y 10 por adicién de hidréxido sédico.

7. Procedimiento, segun las reivindicaciones anteriores, donde la separacién del producto obtenido
se lleva a cabo por centrifugacién del crudo de reaccién, previo ajuste de su pH a valores comprendidos
entre 6 y 7 mediante el uso de acido clorhidrico.

8. Aplicacién de los tensioactivos catiénicos obtenidos por el procedimiento de las reivindicaciones
anteriores, y en particular, el monoclorhidrato de la lauramida del éster etilico de la L(+4) Arginina, para
su utilizacién como agentes antimicrobianos de aplicacién en la industria en general.

9. Aplicacién de los tensioactivos catidnicos obtenidos por el procedimiento de las reivindicaciones 1
a 6 en los campos concretos de la industria alimentaria y agroalimentaria, en particular en la industria
carnica y también veterinaria, detergencia, cosmética y dermofarmacia.

10. Aplicacién de los tensioactivos catiénicos obtenidos por el procedimiento de las reivindicaciones
1 a 6 en cualquiera de sus formas de polvo, pasta, emulsién o suspensién acuosas u en otro vehiculo y en
disolucién acuosa o en el seno de disolventes varios, particularmente los glicoles.
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