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Tensioactivos cationicos geminales del tipo N°N® bis (N°-acil-Arginina)a,&
diamino alquil diclorhidratos como agentes antimicrobianos

INTRODUCCION

Como es bien conocido los tensioactivos son moléculas organicas que
contienen dos grupos funcionales con caracteristicas opuestas. Un tensioactivo
convencional contiene un grupo hidréfilo (soluble en agua) y un grupo hidréfobo
(insoluble en agua) ambos en la misma molécula. A esta estructura se la conoce

10 como estructura anfifilica.

Aunque actuaimente se puede considerar que la industria dispone de los
tensioactivos adecuados, las exigencias de orden ecoldgico obligan hoy dia a la
investigacion y desarrollo de nuevas alternativas que protejan y mejoren el medio

15 ambiente y la calidad de vida.

Numerosas modificaciones estructurales se han llevado a cabo para mejorar
la biocompatibilidad de estos compuestos bien partiendo de materias primas
naturales tales como aminoacidos y/o aztcares, bien incrementando la interaccién

20 hidrofébica de estos compuestos en un esfuerzo para potenciar su actividad
superficial y por tanto su eficacia.

Entre las numerosas modificaciones estructurales descritas en la literatura
merecen nuestra atencién, aquellas que dan lugar a los tensioactivos diméricos o
25 geminales caracterizados por contener en la misma molécula dos 0 mas cadenas
hidrofdbicas junto a sendos grupos idnicos. Esta descrito que tales estructuras
refuerzan las interacciones hidrofobas intra e intermoleculares resultando en
consecuencia distintos tensioactivos altamente eficaces y en algunos casos con
excelentes propiedades de solubilidad acuosa.
30
Estos materiales han demostrado tener imprevisibles propiedades fisico-

quimicas (i.e. CMCs extremadamente bajas y gran efectividad de adsorcion en las

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA Z6)
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superficies) lo cual contribuye en consecuencia a optimizar los aspectos

medioambientales de los tensioactivos.

Entre los tensioactivos geminales idnicos, destacan las sales bicatidnicas de
amonio cuaternario, también conocidas como bis—-QUATS, por sus excelentes
propiedades antimicrobianas incluso frente a bacterias Gran negativas, si se
comparan con los clasicos mono-QUATS. Sin embargo, por ser sales de amonio
cuaternario se sabe que son resistentes a la biodegradacion y por tanto su

aceptabilidad ecoldgica esta cuestionada.

La presente invencidn pretende superar este aspecto dimerizando
tensioactivos catidnicos ecoliogicamente aceptables, tales como los derivados
monocatenarios de la N°-acil-arginina. La nueva estructura presentara la doble
ventaja de ser eficaz superficiaimente (por su estructura geminal) y biodegradable

(por ser derivado de aminoacido).
ESTADO DE LA TECNICA

Aunque en la bibliografia se hallan descritos una gran variedad de
tensioactivos antimicrobianos con estructuras geminales bicatidnicas, los
compuestos objeto de la presente patente son una novedad y no aparece descrita
ninguna referencia similar en la misma. La novedad de la presente invencion
resulta de la combinacion en una misma molécula de dos residuos de N°-acil-
arginina en una estructura geminal mimética a los bis-QUATS.

La sintesis y desarrollo de los derivados monocatenarios de N°-acilarginina
ha sido llevada a cabo por nuestro equipo tras muchos anos de estudio lo cual ha
dado lugar a un gran numero de resultados y publicaciones (Patente espanola
512.643; M.R. Infante, J. Molinero énd P. Erra, JAOCS, Vol.69, no 7, 1992; J.
Molinero, M.R. Julia, P. Erra, M. Robert and M.R. Infante, JAOCS, Vol 65, no 6,
1988; C. Solans, M.A. Pés, N. Azemar and M.R. Infante, Progr. Colloid Polym Sci
81,pp 144-150,1990)

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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Por otra parte, desde los anos 50 se conocen numerosas estructuras
bifuncionales del tipo bis-QUATS ( (a)C.A.Bunton, L. Robinson, J.Schaak and M.F.
Stam, J. Org. Chem., 1971, 36, 2346; (b) R. Zana, M. Benrraou and R. Rueff,
Langmuir, 1991, 7,1072; (c) F. Devinski, 1. Lacko and T. Imam, J. Colloid Interface

5 Sci., 1991, 143, 336; (d) R. Zana and Y. Talmon, Nature, 1993, 362, 228; (f) H.C.
Parreira, E.R. Lukenbach and M.K. Lindemann, J. Am. Oil Chem. SOC., 1979, 56,
1015) cuya férmula podria esquematizarse segun |I.

CH, CH;
10 l + I +
CH, - (CH,), -N-CH,-- Y--CH,-N - (CH,), - CH,

CH, CH,
15 X X
Donde x: 0-17
y: (CH,),, NCH,, O, S
20 X: Br, Cl ...

Estos compuestos contienen por molécula dos cadenas hidrofdbicas, dos
grupos de amonio cuaternario y una cadena espaciadora, Y, de naturaleza alquilica
o eteroatomica .
25
El creciente interés por estos agentes tensioactivos bifuncionales es
consecuencia de sus inusuales propiedades fisico-quimicas (alta efectividad de
adsorcion, un rico polimorfismo basico y una gran capacidad de autoagregarse) lo
que da lugar a sus interesantes aplicaciones en investigaciones bioldgicas.( (a) J.H.
30 Fuhrhop and U. Liman, J. Am. Chem. Soc., 1984,106, 4643; (b) C. Tanford, The
Hydrophobic Effect, Wiley, NY, 1980; (C) M. Lissel, D. Feldman, M. Nir and M.
Rabinovitz, Tetrahedron Lett., 1989, 30,1683). En este sentido nuestro grupo ha
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patentado recientemente unos nuevos tensioactivos bis-QUATS caracterizados por
tener en la cadena espaciadora un puente disulfuro, (Patente espanola 9200443),
para ser aplicados fundamentalmente sobre sustratos queratinicos.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere particularmente a una nueva familia de
tensioactivos diméricos derivados de arginina de naturaleza catiénica, cuya formula

estructural se indica en |l.

[ (o]
»
CH:-(CHz)l-C -NH - CH~-C 2 NH -(CH:).m
'
(CH,),
I
NH
]
C
NH/ \NH,
+
cr )2

x = 8-14; n = 2-8.

Estos compuestos reunen simultaneamente en la misma molécula dos
residuos de N°-acil-arginina unidos a través de una cadena espaciadora alquilica.
Se han disefiado de tal manera que la longitud de la cadena espaciadora contribuira
a reforzar las interacciones hidrofobicas inter o intramoleculares dando lugar en
consecuencia a un diferente comportamiento en las propiedades de adsorcion y
agregacion molecular y adicionalmente, por ser cationicos, a un diferente

comportamiento antimicrobiano

Estructuralmente son compuestos simétricos y contienen en la misma
molécula dos cadenas hidrocarbonadas saturadas o insaturadas de 6 a 20 atomos

de carbono como parte hidrofoba, unidas a sendos restos del aminoacido arginina

HOJA RECTIFICADA (REGLA 91)
ISA/ES
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los cuales estan unidos entre si a través de una cadena espaciadora del tipo
alquildiamino. El residuo de NCacil arginina actia de fuente tanto de la parte
hidrofoba como del grupo catiénico. Cada uno de los grupos funcionales que
constituyen la molécula (acido graso, aminoacido, alquildiamina) estan unidos entre

5 si a través de enlaces amida lo cual garantiza la estabilidad de la molécula a
valores de pH: 3-9 al mismo tiempo que la molécula es mas biodegradable si se
compara con los bisSQUATS ya conocidos. Los productos de hidrdlisis que cabe
esperar son acido graso, arginina y una diamina ninguno de los cuales es peligroso
tanto desde el punto de vista biolégico como ecoldgico.

10
La sintesis de estos compuestos ha tenido lugar en cuatro fases:

a) Formacion de nitroarginina, utilizando como aminoacido de partida Larg,
D-arg 6 DL-arg y como protector del grupo guanidino de la arginina el
15 grupo nitro.
b) Formacion de N°-acil-nitroarginina a partir de la nitroarginina y acido
graso, utilizando cloruros de acido grasos lineales, de 8 a 18 atomos como
acilantes de la nitroarginina en un medio hidroalcohdlico.
c) Formacion de N° N bis(N°-acil-nitroarginina)a,o» diaminoalquilamida a
20 partir de N°-acil-nitroarginina y diaminoalquilo, utilizando agentes de
condensacion, tales como BOP (hexafluorfosfato del benzotriazo N-oxi-
tris—dimetilamino-fosfoni) 6 DCCD (dicicloxilcarbodimida). d) Formacién de
N°N®bis(N°-acil-arginina)a,& diaminoalquilamida diclorhidrato mediante una
hidrogenacion catalitica, en PD/C (paladio/carbono) y metanol-acido férmico
25 en una proporcion entre el 30-50% de acido férmico, de
N° N®bis(N°-acilnitroarginina)a, diaminoalquil.

La presente invencion se refiere a unos nuevos compuestos tensioactivos
bicatidonicos geminales derivados del aminoacido arginina especificamente
30 disenados para que actuen como eficaces agentes de superficie y en consecuencia

como potentes agentes antimicrobianos. Las variaciones de actividad seran funcion

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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de la longitud de la cadena grasa, asi como de la longitud de la cadena
espaciadora.

La invencion se refiere a unas moléculas cuyas caracteristicas estructurales

son

Poseer en la misma molécula dos cadenas hidrocarbonadas grasas, dos
grupos cationicos del tipo guanidina proporcionados por los dos residuos laterales
del aminoacido arginina y una cadena espaciadora de tipo alquilica de diferente
longitud. Estas moléculas por ser geminales mostraran una fuerte sinergia en su
interaccion hidrofdbica, por ser catidnicas tendran una especifica sustantividad por
los microorganismos actuando como efectivos agentes antimicrobianos y por ser
derivados de la N°-acil-arginina seran compuestos biodegradables y compatibles

con el medio ambiente.
Los compuestos se han preparado con una pureza del 99% utilizando para
ello una ruta sintética abordada sistematicamente a partir de materias primas e

intermedios de coste no competitivo.

La preparacion de los productos finales ha tenido lugar en cuatro fases tal

como se indica en el esquema general 1.

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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(o} (o]
E 4 4
NH,— CH - C CH - (CH)- C
] A Y 3 2'x

(CH,), OH oY
]
NH
5 ¢

Cloruro de alquiloilo

NHz/ \N -NO,
Nitroarginina \/

o o
L4 ~
CH -(CH))rC - NH - CH- C
] ~
10 ((:Hz)3 OH

]
NH
]
(o}

NH/\ N - NO,

Nu- Alquilnitroarginina

15
BOP
NH, - (CH,), - NH,
20
. o) o
Ed r
CH -(CH),~C - NH - CH- C = NH -(CH,),
[}
(CH,),
NH
¢
o5 NH/\ N - NO,
C.(XNA), I
30
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L ci ‘ 2

r O

o
z
CH, - (CH)~-C - NH - CcH- C

NH - (CH.)

P
- 2°'ns2

]
(CH,),
[}
NH

I
c
NHz-/:‘,\\NHz

HCOO~

C(XA),

Metanol
HCI

H - (CH) .

P
CH -(CH)~-C - NH - CH- C
3
|
(CHy),
1

NH

c
NHz—/;_\NHz

Donde X: 8-14
n: 2-8
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La preparacion de la N°-acil-nitroarginina tiene lugar en las dos primeras
etapas mediante procedimientos ya conocidos. El compuesto que se forma
mediante la condensacion simultanea de la diamina alquilica con dos moléculas de
la N°~acil-nitroarginina es novedad aunque tiene lugar utilizando el clasico agente

5 de condensacion BOP.

La obtencion de los productos finales se consigue en la Uitima etapa por
hidrogenacion catalitica en Pd/C y férmico.

10 Todas estas reacciones transcurren a temperaturas bajas y empleando
disolventes tales como: H,0, EtOH, CI,CH, y formico/MeOH.

En estas condiciones los productos son aislados sin dificultad
manteniéndose estables a lo largo de todo el proceso.
15
La purificacion de los productos intermedios y finales se lleva a cabo por
extracciones liqudo/liquido, liquido/sdlido, critalizacion y HPLC preparativa.

Los compuestos sintetizados son tensioactivos catidénicos antimicrobianos

20 de elevada pureza, solubles en agua y estables en medio acuoso a valores de pH

entre 3y 9y a temperaturas hasta 70°C. Su aspecto es el de sdlidos biancos muy
higroscapicos.

En relacion a sus correspondientes mondmeros (Patente n° 512.643) los

25 compuestos de la presente invencion presentan una elevada eficacia para
adsorberse en las superficies acuosas, una gran facilidad para formar micelas y
muestran una sustancial mejora en la actividad antimicrobiana, en especial frente

a bacterias Gram positivas.

30
Sintesis

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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Los compuestos se preparan como se ha mencionado anteriormente en

cuatro etapas:

a) se lleva a cabo mediante la siguiente reaccion: se disuelven hidrocloruro
5 de L-arginina en acido sulfurico concentrado, en la proporcion de 50% en
volumen, eliminando al vacio el acido clorhidrico formado; a esta disolucién
se le anade una cantidad de nitrato amonico pulverizado y se deja
reaccionar el menos durante 15 minutos a temperatura ambiente y tras
eliminar el gas formado se vierte la mezcla sobre hielo picado y se enfria a
10 0°C; la solucion se lleva a pH 6.8 por adiccion de amoniaco concentrado y
se mantiene la temperatura de 0°C hasta precipitacion total del producto,
alrededor de 48 horas; el precipitado asi formado se filtra y se cristaliza con
agua caliente.
b) se prepara una disolucion en el rango 0,10-0,30 molar de nitroarginina
15 y Na(OH) en una disolucion acuosa del 20 al 30% acetona; a continuacion
se anade lentamente una cantidad equimolecular de cloruro de acido graso,
manteniendo el pH entre 11 y 13 mediante la adicion de Na(OH). La mezcla
se mantiene agitando durante varias horas y se anade HCI hasta ph acido,
apareciendo un precipitado blanco que se filtra, se lava con agua y eter y
20 finaimente, se cristaliza en etanoi-eter.
c) se prepara una disolucion 0,30-0,50 Molar de N°-acil-nitroarginina y
exceso de base organica terciaria (trietlamina 6 N-metil morfolina) en
cloroformo o bien dimetilformamida. A esta mezcla se le anade el agente
condendante BOP en una concentracion entre 0.30-0,50 molar y la
25 alquildiamina en una concentracion entre 0,15 y 0,25 molar. La mezcla de
la reaccion se mantiene en agitacion entre 15-30 horas a una temperatura
entre 10 y 25°C, posteriormente se anade eter apareciendo un precipitado
que se lava varias veces con éter.
d) se realiza mediante la desproteccion del grupo nitro para la consecucion
30 de los dimeros N°-acil-arginina por una hidrogenacion catalitica en un

medio que contiene PD/C y metanol-acido férmico en una proporcion entre

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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el 30-50% en &cido férmico a una presion de al menos 50 atm, temperatura

ambiente y en un tiempo maximo de 24 horas.
Ejemplo:
Sintesis del N°N°,bis(N°-decanoilarginina)a,’ diaminobutilamida [C, (KA),]

Cantidades equimoleculares de nitroarginina (0.0685m) y Na(OH) se

disuelven en 290 ml de una disolucién acuosa de acetona 34% (V). A

10 continuacion se afade el mismo nimero de moles de cloruro de decaloilo (0.0685),

gota a gota y muy lentamente controlando que el pH se mantenga entre 11 y 13

mediante la adicion de Na(OH). La mezcla de reaccién se mantiene en agitacion

durante dos horas, transcurrido este tiempo se afade HCI hasta pH=1 y aparece

un precipitado blanco. Se filtra este sélido y se lava con agua hasta pH neutro,

15 posteriormente se lava con eter y se cristaliza en etanol-eter, obteniendo el
NaDecanoilnitroarginina puro.

A continuacién 0.021 moles de Na-Decanoilnitroarginina se disuelven en 50

mi de cloroformo y 0.050 moles de trietilamina. A esta disolucidn se le afade 0.010

20 moles de Butiidiamina y 0.021 moles de BOP (hexafluorofosfato del benzotriazol-

N--oxo-tris (dimetilamino)fosfonio). La mezcla de reaccién asi obtenida se

mantiene en agitacion durante 24 horas a temperatura ambiente. Al dia siguiente

se anade eter a esta mezcla y aparece un precipitado amarillento y viscoso, se

filtra y el residuo se disuelve en metanol dejandolo durante 24 horas a una

25 temperatura de 4°C. Pasado este tiempo en el metanol tenemos un residuo sélido
el cual es filtrado al vacio y lavado varias veces en un soslher con eter.

En funcién de la pureza deseada la mezcia asi obtenida se disuelve en

‘acido férmico y se purifica mediante sucesivas cristalizaciones en MeOH o bien
30 aplicando la técnica de HPLC preparativo.

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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Una vez puro, el producto, C,(KNA),, se somete a una hidrogenacion
catalitica con Pd/C en medio de acido formico y a una presion de 600 psi durante
24 horas. La mezcla asi resultante se filtra, se elimina el disolvente, se disuelve en
agua y se liofiliza. El solido obtenido se cristaliza en MeOH(CIH)/éter obteniéndose
asi el C,,(KA), diclorhidratado.

Caracteristicas del producto: C,(KA),

Peso Molecular: 746

CCF (SiO,; Butanol/Acético/Agua 4.2:5:2.5) Rf: 0,64

IR (KBr): 3300 cm™ (NH); 2923 cm™ (CH,); 1638, 1621 cm
(CO-N amida 1), 1546 cm™ (N-C=0, amida Ii):

'H-RMN (200 MHz,5): 0,84 ppm (t, 6H, 2CH,); 1,2-1,7 ppm
(m,40H, CH,); 2,1 ppm (t, 4H, 2CH,); 1,3 ppm (m, 8H,
4CH,-NH); 4,2 ppm (m, 2H, 2CH); 7,5-8,5 ppm (m, 14H, 6NH,
4NH,).

BC-RMN (50 MHz§): 13,93 ppm (CH,); 22-40 ppm (CH,); 51,90
ppm (CH); 157,42 ppm (C, grupo guanidino); 171,53 ppm (1
HN-C=0, amida) 172,28 ppm (1 HN-C=0, amida).

Las propiedades fundamentales de actividad superficial en solucion acuosa
a 25°C que definen el interés practico de un tensioactivo: tension superficial a la
concentraciéon micelar critica (y) y concentracion micelar critica (cmc) se han
determinado segun métodos convencionales. Asimismo la actividad antimicrobiana
se ha evaluado en base a los valores de concentracidn minima inhibitoria (MIC)
expresada en ug/mL siguiendo las metodologias mas comunes. En la tabla | se
indican los valores de A, CMC y MIC para dos dimeros de la misma serie
homologa: C,(KA), (x=8, n=4) y C,(LA), (x=10, n=4). A efectos comparativos en
esta misma tabla se indican los mismos valores para los compuestos

" monocatenarios cationicos KAM y LAM respectivamente.
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Propiedades fisico-quimicas y antimicrobianas de C, (KA),, C.(LA),, KAM y

LAM
5
Yo cMe MIC (wg/mi)
oo oo | ™% T 3] 4 s 6 7
10
C. (KA), 25 78x10* |64 32 16 [ 8 8 8 @
| c.w), 25 4.0 x 10° >128 2 32 16 16
I KAM 302 14.1 x 107 >128 >128
v 300 | 37x10° |64 >128 32 | >128 64 64 >128
15

1. Alcaligenes faecalis ATCC 8750
20 2. Bordeltella bronchiseptica ATCC
3. Streptococcus faecalis ATCC 10541
4. Bacilus subtilis ATCC 6633
5. Staphylococcus aereus ATCC 25178
6. Staphylococcus epidermidis ATCC 155-1
7

25 7. Micrococcus luteus ATCC 9341
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1. Tensioactivos catiénicos geminales del tipo N°N® bis (N°-acil-arginina)a,®

diamino alquil diclorhidratos como agentes antimicrobianos de elevada actividad

superficial, caracterizados por la formula general:

o)

X = 8-14; n = 2-8.

i
(CH,),
t

NH

1
c
NH/ +\ NH,

cr

o

’ 24
CH, -(CH)-C - NH - CH- C - NH -

(CH)

2 02

2. Procedimiento de obtencion de tensioactivos cationicos de formula general

segun reivindicacion 1 caracterizado por las siguientes etapas:

a) Formacion de nitroarginina, utilizando como aminoacido de partida L-arg,

‘D-arg 6 DL-arg y como protector del grupo guanidino de la arginina el grupo

HClnitro.

b) Formacion de N°-acil-nitroarginina a partir de la nitroarginina y acido graso,

utilizando cloruros de acido grasos lineales, de 10 a 18 atomos como acilantes

de la nitroarginina en un medio hidroalcohdlico.

c) Formacion de N° N bis(N°~acil-nitroarginina)a,» diaminoalquilamida a partir

de N°%-acil-nitroarginina y diaminoalquilo, utilizando como agentes de

condensacion, tales como BOP ¢ DCCD.

d) Formacion de N°N“bis(N°-acil-arginina)a,i» diaminoalquilamida

diclorhidrato mediante una hidrogenacion catalitica, en PD/C y metanolacido

HOJA RECTIFICADA (REGLA 91)
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formico en una proporcion entre el 30-50%, de N°N°bis(N°-
acilnitroarginina)a,d diaminoalquil.

3. Procedimiento de obtencion de tensioactivos catidnicos segun reivindicacion
5 2, caracterizado porque para la etapa a) se lleva a cabo mediante la siguiente
reaccion: se disuelven hidrocloruro de L-arginina en &cido sulflrico concentrado, en
la proporcion de 50% (w,v), eliminando al vacio el &cido clorhidrico formado: a esta
disolucion se le ahade una cantidad de nitrato aménico pulverizado y se deja
reaccionar al menos durante 15 minutos a temperatura ambiente y tras eliminar el
10 gas formado se vierte la mezcla sobre hielo picado y se enfria a O°C la solucidn se
lleva a pH 6.8 por adiccion de amoniaco concentrado y se mantiene la temperatura
de 0°C hasta precipitacion total del producto, alrededor de 48 horas: el precipitado

asi formado se filtra y se cristaliza con agua caliente.

15 4. Procedimiento segun reivindicacion 2 éaracterizado porque para la etapa b)
se prepara una disolucion en el rango 0,10-0,30 molar de nitroarginina y Na(OH) en
una disolucion acuosa del 20 al 30% acetona; a continuacion se afade lentamente
una cantidad equimolecular de cloruro de acido graso, manteniendo el pH entre 11
y 13 mediante la adicion de Na(OH). La mezcla se mantiene agitando durante varias

20 horasy se anade HCl hasta ph acido, apareciendo un precipitado blanco que se filtra,

se lava con agua y eter y finalmente, se cristaliza en etanol-eter.

5. Procedimiento segun reivindicacion 2, caracterizado porque para la etapa

c) se prepara una disolucion 0,30-0,50 Molar de N°-acil-nitroarginina y exceso de

25 base organica terciaria (trietlamina 6 N-metil morfolina) en cloroformo o bien
dimetilformamida. A esta mezcla se le anade el agente condendante BOP en una
concentracion entre 0.30-0,50 molar y la alquildiamina en una concentracion entre
0,15 y 0,25 molar. La mezcla de la reaccion se mantiene en agitacion entre 15-30
horas a una temperatura entre 10 y 25°C, posteriormente se afade eter apareciendo

30 un precipitado que se lava varias veces con éter.
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6. Procedimiento segun reivindicacion 2, caracterizado porque la etapa d)
se realiza mediante la desproteccion del grupo nitro para la consecucion de los
dimeros N°acil-arginina por una hidrogenacion catalitica en un medio que contiene
PD/C y metanol-acido formico en una proporcion entre el 30-50% en acido

5 formico a una presion de al menos 50 atm, temperatura ambiente y en un tiempo

maximo de 24 horas.

7. Tensioactivos segun reivindicaciones anteriores caracterizados por su
actividad antimicrobiana ante agentes tales como, Alicaligenes faecalis, Bordeltella
10 bronchiseptica, Streptococcus faecalis, Bacilus subtilis, Staphylococcus aereus,

Staphylococcus epidermidis y Micrococcus luteus.

15
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