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Los surfactantes o tensioactivos representan un conjunto de productos quimicos consumidos diariamente en gran escala a nivel mundial. Por esta raz
es esencial que tanto su produccidon como los compuestos en si mismos sean ambientalmente amigables. Teniendo en cuenta este aspecto, y hacie
uso de la biocatdlisis, se han desarrollado moléculas basadas en estructuras naturales anfifilicas, fales como los lipoaminodcidos. Debido a su estruct
simple y similar a las de origen natural, estas moléculas cumplen con los requisitos de baja foxicidad y buena biodegradabilidad. Entre ellos,
ipoaminodcidos derivados de arginina constifuyen una interesante familia de surfactantes cationicos. Sus excelentes propiedades tensioacti
sumadas a su actividad antimicrobiaona de amplio espectro convierten a estos compuestos en potenciales agentes preservativos,
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empledrselos tfanto en formulaciones farmacéuticas y cosméticas, como en alimentarias.

1. SINTESIS Y PURIFICACION DE SURFACTANTES DERIVADOS DE ARGININA

Papaina (100 mg) disuelta en
buffer borico-borato 0,1 M pH 8,5
con EDTA (1 mM )y DTT (560 mg)
+ poliamida (1 g
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Figura 1.-- I}EACCI()N DE CONDENSACION ENZIMATICA
PARA LA SINTESIS DE Bz-Arg-NHC,.

La reaccion se lleva a cabo por incubacion de 1 g de pap/pol, BAEE o Bz-
Arg-OEt (0,2mmol) y decil- 6 docecilamina (0,03 mmol) en 10 ml ACN con
0.25% (v/v) H,O, durante 72 h bajo atmdsfera de nitrébgeno a 37°C. El
producto es extraido con una mezcla MeOH/H20 (4:1) (3x10ml) , previo
lavado del biocatalizador con ACN y étfter para eliminar la amina
remanente.

Liofilizacion

(Pap/pol)

PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO CATIONICO

Buffer A: buffer bdrico-borato 0,01 M, pH 8,5/etanol (1:1)
| Buffer B: buffer borico-borato 0,01 M, pH 8,5/etanol 1:1, 1 M de NaCl

Intercambiador: SP Sepharose Fast Flow (GE Healthcare); deteccion A 215y 254 nm
Los compuestos purificados fueron desalados e identificados por HPLC, ESI MS y RMN

2. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Tabla 2.- VALORES DE CIM Y CBM PARA Bz-Arg-NHC_

Il Bz-Arg-NHC, @ Bz-Arg-OEt
1 Bz-Arg-OH

Bz-Arg-NHC,,
86.1718.14%

Figura 2.- RENDIMIENTO PARA
LA SINTESIS SEMIPREPARATIVA
DE Bz-Arg-NHC..
Se muestran también los
rendimientos para el producto de

hidrdlisis(Bz-Arg-OH) vy el sustrato
remanente (BAEE o Bz-Arg-OEt).

ALY VB —4&ad A R

a)
CIM (pM) CBM (UM) > - Control
41-= 200.0 ug/ml
© o © o 5 |+ 100.0 pg/ml e
. O O (] O O (] S e P
Microorganismo Z | Z -E Z | = -'g =31 I = ’
© °9 | £ | 9| 9| = 2
< < @ < < @ =
Q Q O Q Q O =
[oa] o0 o0 [a]
B. cereus| &0 50 | 1.95 | >800 | >200 | 3.91 ]
" B. subtilis| 50 50 ND |[>800| 100 ND ~0 50 100 150 200 250 300 350
o . Time (min)
Q E. faecalis| 100 | 25 ND | 400 | 200 | ND C)
E | -=- Control
O E. faecium| 50 25 ND | 100 | 200 | ND 41+ 625 g/ml
O 3| 313 pg/ml
K. rhizophila| 100 25 ND 100 | >200 | ND
S.aureus| 62,5 | 100 | 1.95 | >800 | 50 | 3.91 S
= E.colil 200 | 200 |31.25| 200 | 100 |31.25 s
£ | P.aeruginosa| 100 | 50 | 125 | 200 | >200| 250
E S. flexneri| 100 | 50 | ND | 200 | 200 | ND -
w 0 50 100 150 200 250 300 350
S. marcescens| 50 50 ND | 200 | 100 | ND Time (min)
Figura 4.-

CIM y CBM: menor concentracion de los surfactantes capaz
de inhibir el crecimiento medible y el crecimiento total ,
respectivamente, de las bacterias luego de 24 h de
exposicion.

5. MEDIDAS DE TENSION SUPERFICIAL
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3. EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD
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-+- Cetrimide &
-+ Bz-Arg-NHC ,, =
=
T
>

-&- Bz-Arg-NHC 4

24 h

Figura 3.-
EFECTO DE
Bz-Arg-NHC Y
Cefrimide
SOBRE LA
VIALIDAD DE
(a-c) 1BR.3.G
Y (b-d) HepG2

100 150
Concentration (mM)

100 150
Concentration ( mM)

100

-+ Cetrimide
= Bz-Arg-NHC ¢
-a- Bz-Arg-NHC ¢

-»- Cetrimide
=+ Bz-Arg-NHC 4
-+ Bz-Arg-NHC 4o

Viability (%)

72 h

100 150

Concentration (mM) Concentration (mM)

Tabla 1.- CITOTOXICIDAD DE Bz-Arg-NHC_ EN CELULAS 1BR.3.G Y HepG2

A partir de las curvas
"% de viabilidad vs.
concentfracion”  se
calculd la ICs, ., es
decir los valores de
concentracion que
causan |la muerte
del 50% de la
poblacidn celular
respecto del conftrol
en ausencia de los
surfactantes.

a
1ICs,

(HM)
Surfactante

(PM)

HepG2 1BR.3.G

24 h 72 h 24 h 72 h

Bz-Arg-NHC,, (418,32) 76,7 +57 1042+7.2 52,1+62 623+59

Bz-Arg-NHC,, (446,34) 56,4+55 608+6,4 319+4,4 4495,

Ceftrimide (336,42) 124+1,5 1 20,1 £3,1 7205 11,7+£1,0

4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA E
IRRITABILIDAD OCULAR
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Figura 5.- HEMOLISIS
INDUCIDA POR Bz-Arg-NHC,
Y Cetrimide SOBRE
ERITROCITOS HUMANOS

1000 1500 2000
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TABLA 3.- ACTIVIDAD HEMOLITICA DE Bz-Arg-NHC, .. indice de desnaturali-

zacion (ID), relacion lisis/desnaturalizacion (L/D) y potencial de irritabilidad ocular

0

EFECTO DE Bz-Arg-NHC,
SUPERVIVENCIA DE E. coli (a, b) Y S. aureus (c, d) EN
CN ADICIONADO CON LOS SURFACTANTES

150 200 250 300

Time (min)

SOBRE LA

_ surfactante (PM) ?“A:Ac): HC,, (uM) D | L/D '"if'cblj'lﬁdd
Bz-Arg-NHC,, (446.34) 84.70 | 1412.8+15.8 | 6.19 | 137.81 | Noirritante

Bz-Arg-NHC,, (418.32) 230.21 | 2630.5+57.8 | 7.98 | 101.82 | No irritante

Cetrimide (336.42) 297.25 1552+ 13.9 | 8588 | 6.06 Moderada

6. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

TABLA 3.- ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE
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Figura 6.- DEPENDENCIA DE LA TENSION Cetrimide

SUPERFICIAL EN FUNCION DE LA CONCENTRACION —

DE (a) Bz-Arg-NHC,, Y (b) Bz-Arg-NHC,,.
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Bz-Arg-NHC, .CONTRA C. albicans.

Clinical isolate
CFM
(M)
250.0

>500.0

C. albicans
ATCC 64548
CIM CFM CIM
(M) | (M) (UM)
62.5 125.0 | 125.0
31.2 125.0 62.5
15.6 62.5 18.8

CIM y CBM: menor
surfactantes capaz de inhibir el crecimiento
medible y el crecimiento total ,
de las levaduras luego de 24 h de exposicion.

concentracion de

125.0

lOS

respectivamente,

TABLA b&.- ACTIVI,DAD ANTIFU,NGICA DE LOS SURFACTANTES CONTRA ESPECIES DE
HONGOS DERMATOFITOS DEL GENERO TRICOPHYTON.
Surfactante
: ' Bz-Arg-NHC,, Bz-Arg-NHC,, Cetrimide

Microorganismo

CIM,2@ | CIM,, @ IC5P CIM,2 | CIM,, @ IC P CIM,2 | CIM,, [@FFs

(M) | (M) (MM) (M) | (M) (MM) (MM) |9 (UM) (M)

T.rubrum| 125.0 | 125.0 | 52.06 +4.52 | 62.5 | 125.0 | 32.39+0.26 | 62.5 | 125.0 | 51.48 + 1.59

T. mentagrophytes| 125.0 | 125.0 | 68.15+£0.45 | 125.0 | 125.0 | 57.85£0.70 | 62.5 | 62.5 | 37.19+ 1.58

IMenor concentracion de los surfactantes que inhibe completamente el crecimiento fungico después
de 7 (CIM,) o 21 (CIM,,) dias de exposicion a los mismos. PValores de concentracion que inhiben el 50%
del desarrollo micelial respecto del control luego de 21 dias de exposicion a los surfactantes (ICs,).

lante catdlisis enzimatica se sintetizaron dos surfactantes derivados de arginina de cadena simple(Bz-Arg-NHC,, y Bz-Arg-NHC,,), utilizando papaina
orbida sobre poliomida como biocatalizador. Los rendimientos en producto de condensacion fueron superiores al 80% en los dos casos.

Iseno una estrategia de purificacion de los productos empleando solventes y metodologias de baja toxicidad y bajo impacto ambiental.

Pos productos mostraron amplia actividad antimicrobiana, ya que inhibieron el crecimiento tanto de bacterias como de hongos (especies
matofitas y la levadura C. albicans), observandose incluso un efecto bactericida y fungicida en la mayoria de los casos.

uanto a la toxicidad, las HC., y las ICsy; determinadas para Bz-Arg-NHC,, fueron superiores a las encontradas para Cetrimide, 1o que indicaria que
bos compuestos serian menos toxicos para las lineas celulares ensayadas.

eterminacion de las relaciones L/D permitio clasificar a para Bz-Arg-NHC,, como no irritantes oculares.

resultados aqui expuestos demuestran la factibilidad de obtener compuestos novedosos, utilizando materias primas simples y procedimientos de bajo
acto ambiental, con potencial aplicacion tanto en sectores industriales como de la salud (medicina y farmacia).



