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Resumen

Este trabajo presenta el estudio de distintas alternativas para la hidrogendlisis catalitica junto con el
andlisis de los productos obtenidos en la sintesis de surfactantes derivados de alanina, y la evaluacién de
su actividad antimicrobiana. La sintesis de dichos compuestos involucra una reaccién de condensacion
entre un derivado N-protegido de alanina (N®carbobenzoxi-Ala) con alquilaminas catalizada por papaina
(una endopeptidasa vegetal) y la hidrogendlisis del producto para eliminar el grupo protector de la
porcién aminoacidica. En las reacciones de hidrogendlisis se ensayaron dos catalizadores a base de Pd
soportados sobre carbén.

Los productos observados por cromatografia en capa fina (TLC) mostraron que los mejores resultados se
obtuvieron mediante el empleo del catalizador Pd/C 10% (p/p) durante 4 h de reaccién a 4 atm de
presion de H2 y a 40 °C. El andlisis mediante distintos tipos de espectroscopias bidimensionales de RMN
y por UPLC-MS demostraron que los productos formados fueron N*isopropil-alanina amidas, debido a
que, en las condiciones seleccionadas, el 2-propanol elegido como medio de reaccion fue capaz de
reaccionar con el grupo a-amino de la porcién aminoacidica, desplazando al grupo protector
N“-carbobenzoxi. Los compuestos resultantes demostraron tener actividad bacteriostatica y bactericida
frente a Staphylococcus aureus.
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Abstract

This work presents the study of different alternatives for catalytic hydrogenolysis, along with the analysis of the
products obtained in the synthesis of alanine-derived surfactants and the evaluation of their antimicrobial activity.
The synthesis of these compounds involves a condensation reaction between an N-protected alanine derivative
(N*-carbobenzoxy-Ala) and alkylamines, catalyzed by papain (a plant endopeptidase), followed by hydrogenolysis of
the product to remove the protecting group from the amino acid moiety. Two Pd-based catalysts supported on
activated carbon were tested in the hydrogenolysis reactions.

Thin-layer chromatography (TLC) analysis revealed that the best results were achieved using a 10% (w/w) Pd/C
catalyst after 4 h of reaction under 4 atm of H: pressure at 40 °C. Analyses by different two-dimensional NMR
spectroscopy techniques and UPLC-MS demonstrated that the products formed were N®isopropyl-alanine amides.
Under the selected conditions, the 2-propanol used as the reaction medium was able to react with the a-amino
group of the amino acid moiety, displacing the N®-carbobenzoxy protecting group. The resulting compounds
exhibited both bacteriostatic and bactericidal activity against Staphylococcus aureus.

Keywords: hydrogenolysis; alanine-derived surfactant; antimicrobial activity.

1. INTRODUCCION

Los tensioactivos se emplean en multiples aspectos de la vida cotidiana por sus propiedades
detergentes y de emulsificacién. Histoéricamente, los surfactantes son productos de la industria
petroquimica, pero estos compuestos han resultado ser contaminantes y poco biodegradables. Por ello
resulta atractivo desarrollar surfactantes de base bioldgica a partir de materias primas renovables que
conserven o mejoren la actividad superficial y antimicrobiana de compuestos de origen biolégico que
tengan la capacidad de disminuir la tensién superficial. En particular, los tensioactivos basados en
aminodcidos (por ejemplo, derivados de arginina) han demostrado poseer actividad antibacteriana
(Pinazo et al,, 2019). Estructuralmente, estos compuestos son andlogos de los lipidos antimicrobianos
naturales, ya que contienen una o dos unidades de aminoacidos unidas a cadenas hidrofébicas, de modo
que actdan como anfifilos capaces de interaccionar con membranas celulares, provocando la pérdida del
contenido celular y por lo tanto la muerte de los microorganismos.

En investigaciones previas (Grillo et al., 2023) se describio la obtencidn de surfactantes derivados
de alanina mediante una estrategia de dos etapas. En la primera, la condensacién enzimatica de Z-Ala-OH
con alquilaminas (decilamina/dodecilamina) catalizada por una proteasa vegetal (papaina adsorbida
sobre poliamida) produjo los derivados Z-Ala-NHC,, y Z-Ala-NHC,,. En la segunda etapa, se realizaron
reacciones de hidrogendlisis catalitica utilizando como catalizador Pd/C 10% p/p para eliminar el grupo
protector carbobenzoxi- (Z) y generar el surfactante catidonico correspondiente (Fig. 1). En dicho trabajo
se informaron rendimientos cercanos al 100% para la reaccion de obtencion de Z-Ala-NHC;, usando
papaina sobre poliamida como biocatalizador (Fig. 1A) y que el sistema Pd/C fue activo y selectivo en la
desproteccion del grupo a-amino (Fig. 1B). Sin embargo, en esa instancia la identidad del producto no
estaba adn dilucidada.

A fin de mejorar la selectividad y evitar la formacién de subproductos, en la presente investigacion
se evalu6 un catalizador alternativo PdFe/C y se realiz6 una identificacién exhaustiva de los productos
finales formados. Este tipo de catalizadores bimetalicos han sido empleados exitosamente en la
hidrogenacién quimioselectiva de derivados de carbohidratos (Rojas et al., 2019). Finalmente, se llevo a
cabo un ensayo preliminar de la actividad antimicrobiana de los compuestos obtenidos, mediante la
determinacién de concentraciones inhibitorias y bactericidas minimas (CIM y CBM respectivamente)
contra dos cepas bacterianas. Estos ensayos permitieron confirmar la actividad biocida de los
compuestos obtenidos.
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Figura 1. Via de sintesis propuesta para la obtencién de dos surfactantes derivados de alanina. (A) etapa
biocatalitica. (B) Reaccién de hidrogendlisis.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencion de N*-carbobenzoxi-alanina alquilamidas (Z-Ala-NHCn)

La sintesis a escala semipreparativa de los Z-Ala-NHCn se llevé a cabo como se indic6 oportunamente
(Grillo et al., 2023). El esquema general de la reaccién biocatalitica se muestra en la Fig. 1A.

2.1.1 Hidrogendlisis catalitica

El procedimiento seguido fue el esquematizado en la Fig. 1B. Se seleccion¢ el surfactante Z-Ala-NHC,,
para optimizar los ensayos. Se realizaron reacciones de hidrogenolisis catalizadas con dos catalizadores:
Pd/C (10% p/p de Pd) y el catalizador bimetalico PdFe/C (10% p/p PdFe, relacion Fe/Pd=0,5) preparado
por impregnaciéon a humedad, seguido de reduccién a 350 °C bajo H2 durante 2 h. Para cada experimento,
en un reactor batch de acero inoxidable se introdujeron distintas masas de Z-Ala-NHC,, disueltos en
2-propanol (50 mL) y 200 mg del catalizador. La reaccién fue llevada a cabo a 4 atm de presién de H2 y
40 °C, en continua agitacion, durante 4 o 24 h segin corresponda.

Una vez puesta a punto la técnica, el compuesto intermediario obtenido mediante la condensacion de
Z-Ala-OH con dodecilamina (Z-Ala-NHC,,), fue sometido a una reaccién de hidrogenolisis inicamente con
el catalizador Pd/C 10% p/p. Las condiciones de reaccién ensayadas se muestran en la Tabla 1.

Para monitorear el avance de las reacciones, se tomaron muestras a distintos tiempos y se analizaron
por cromatografia de silica gel en capa fina (TLC) utilizando como fase movil diclorometano/metanol
95:5 y ninhidrina como revelador. El producto se obtuvo tras la filtracién para eliminar el catalizador,
evaporacién del solvente y secado del sélido residual.

Tabla 1. Condiciones de las reacciones de hidrogendlisis.

Sustrato Z-Ala-NHC,, Z-Ala-NHC,,
Catalizador Pd/C (10% p/p) PdFe/C (10% p/p) Pd/C(10% p/p)
Masa sustrato (mmoles) 0,4 0,4 0,4 0,4
Masa catalizador (mg) 200 200 200 200
Solvente (50 ml) 2-propanol  2-propanol 2-propanol 2-propanol
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Tiempo reaccion (h) 24 4 4 4

2.2. Analisis estructural e identificacion
2.2.1. Analisis por RMN

Los productos aislados se disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO) y se analizaron en un espectrémetro
Bruker Avance NEO 500 (frecuencias 500 MHz para 1H y 125 MHz para 13C) mediante técnicas
bidimensionales HSQC, COSY y HMBC.

2.2.2 Analisis por UPLC-MS

Para complementar el andlisis de la estructura de los productos obtenidos, estos fueron también
analizados mediante un sistema de cromatografia liquida de ultraperformance Waters modelo H-class.
Detector de masas Waters Xevo-TQS micro: Sistema de ionizacién a presién atmosférica (API) por
electrospray (ESI) y dos analizadores cuadrupolares.

2.3. Determinacion de la actividad antimicrobiana

Se determinaron las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) y bactericidas minimas (CBM) de los
surfactantes obtenidos frente a cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 6538) y Pseudomonas aeruginosa
(PA01). Los ensayos se realizaron por microdiluciéon en caldo Mueller-Hinton (CLSI), en placas de 96
pocillos. Se prepararon diluciones seriadas de los compuestos (31-500 uM) e indculos de bacterias (~10°
UFC/mL). Tras incubar 24 h a 37 °C, la CIM se determiné como la concentracién minima que inhibid el
crecimiento bacteriano (visual y por absorbancia a 600 nm). Para la CBM, se sembraron alicuotas de los
pocillos sin crecimiento en agar nutritivo. La misma fue determinada como la concentracién minima a la
cual no se recuperaron colonias tras 24 h adicionales de incubacién a 37 °C.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Hidrogenélisis con los catalizadores basados en Pd/C
3.1.1. Catalizador Pd/C 10% p/p

Utilizando el catalizador Pd/C y 2-propanol como solvente a 40 °C y 4 atm de H2 durante 4 h, se
observd por TLC la completa desaparicién de los sustratos Z-Ala-NHC,, y Z-Ala-NHC,;, (Figura no
mostrada). Los andlisis por RMN (1H-RMN, 13C-RMN, HMBC/COSY) mostraron la ausencia total de
sefiales aromaticas del grupo carbobenzoxi (Z), confirmando la eliminacién del protector. A su vez, las
seflales indicaron la presencia de un grupo isopropilo (-CH(CH3)2) unido al nitrégeno a de la alanina. De
manera analoga, el MS-ESI del producto final derivado de decilamina mostré un pico en el cromatograma
correspondiente a m/z [M+H]+=271, consistente con la férmula empirica C;cH3,N,,, mientras que el
derivado de dodecilamina exhibi6 un pico en el cromatograma correspondiente a m/z [M+H]+=~299,
consistente con la formula empirica C;gH3gNo.

Los resultados sugieren que tras la eliminacion del grupo protector Z, ocurridé una sustitucion
nucleofilica debida a la presencia de 2-propanol empleado como solvente sobre el nitrégeno recién
liberado, dando como resultado la formacién de N®isopropil-alanina alquilamida (denominado
iPr-Ala-NHCn). En fase heterogénea con Pd/C, el 2-propanol puede protonarse (o activarse en la
superficie metalica) y formar un intermediario carbocatiénico, que reaccionaria con la base fuerte
(nitrégeno de la porciéon aminoacidica) resultando en la adicién de un isopropilo a dicho nitrégeno (Fig.
2). Es decir, en las condiciones ensayadas y utilizando Pd/C como catalizador, se logré la remocién del
grupo Z de forma eficaz, pero simultdneamente se produjo la alquilacién del nitrégeno con un grupo
isopropilo proveniente del solvente.
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Figura 2. Mecanismo de reaccién propuesto para la obtencidon de N*-isopropil-alanina alquilamidas.

3.1.2. Catalizador PdFe/C 10% p/p

Con el objetivo de evaluar una mejora en la selectividad, se ensay6 el catalizador bimetalico PdFe/C
bajo condiciones similares sélo para el compuesto Z-Ala-NHC,,. De acuerdo con lo que se observé en la
TLC correspondiente, no se alcanz6 la conversion total en producto: tras 24 h ain se detect6 la mayoria
del sustrato Z-Ala-NHC;, sin reaccionar. Esto indica una actividad significativamente menor para
hidrogendlisis en estas condiciones. Aunque estos sistemas bimetalicos han sido muy eficientes en la
hidrogenacion selectiva de otros compuestos organicos (Rojas et al.,, 2019), en el presente estudio se
observo una notable disminucién en la actividad. Estos resultados pueden ser una consecuencia de la
disminucion en la cantidad de sitios activos para la hidrogendlisis debido al agregado de Fe sobre Pd. En
base a los resultados obtenidos, se decidié no ensayar este catalizador con Z-Ala-NHC;,.

3.2. Actividad biocida

Se investigé la actividad antimicrobiana de los surfactantes obtenidos mediante la determinacién de
CIM y CBM. N%isopropil-alanina decilamida y N®isopropil-alanina dodecilamida revelaron actividad
contra uno de los patogenos testeados a las concentraciones ensayadas (véase Tabla 2). Se observaron
CIM moderadas y CBM mayores al doble de la CIM, lo que sugiere que el compuesto es bacteriostatico a
concentraciones bajas y bactericida al aumentar la dosis. En concreto, con el compuesto iPr-Ala-NHC;,
ante S. aureus se obtuvo una CIM de 250 puM y una CBM mayor a 500 uM. Para el compuesto
iPr-Ala-NHC,,, se observaron valores de CIM de 125 uM y CBM de 500 uM, frente a la misma cepa
bacteriana. Sin embargo, en ninguno de los casos se observd una inhibiciéon en el crecimiento de P,
aeruginosa.

Estos resultados muestran que el surfactante es activo sobre Gram-positivos. La actividad
antimicrobiana observada coincide con reportes previos de surfactantes derivados de aminoacidos
(Olutas et al,, 2022). En particular, su efecto biocida ha resultado ser menor que los de derivados del
aminodacido arginina de estructura similar (Fait et al.,, 2015), lo que podria deberse al menor caracter
basico del N sustituido con el grupo isopropilo en relacién al del grupo guanidinio de la arginina. No
obstante, futuros estudios podrian explorar variaciones en la estructura para optimizar la potencia
biocida.

Tabla 2. Valores de CIM y CBM (en uM) de los surfactantes obtenidos frente a distintas bacterias.
iPr-Ala-NHC,, iPr-Ala-NHC,,
Bacteria CIM CBM CIM CBM
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 250 >500 125 500

Pseudomonas aeruginosa (PA01) - - - -
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4. CONCLUSIONES

Se sintetizaron tensioactivos derivados de alanina mediante una estrategia catalitica combinada. La
desproteccion de la molécula Z-Ala-NHCn via hidrogenélisis con Pd/C permitié eliminar el grupo
protector carbobenzoxi. Sin embargo, se descubrié que se formé como producto N*isopropil-alanina
decil- o dodecilamida segtn la reaccién correspondiente, en lugar del tensioactivo catiénico esperado
(Ala-NHC,, y Ala-NHC,,). Esto se atribuye a una sustitucion nucleofilica del 2-propanol sobre el nitrégeno
de la porcion aminoacidica durante la hidrogendlisis, agregando un grupo isopropilo. Por otro lado, el
catalizador PdFe/C 10% disefiado para mejorar la selectividad no result6 eficaz bajo las condiciones
ensayadas, dado que la conversion del sustrato fue muy baja. Adicionalmente, los productos obtenidos
mostraron actividad bactericida contra una cepa gram-positiva. Estos hallazgos indican que, aunque la
estrategia combinada es prometedora para generar surfactantes de base bioldégica con actividad
antimicrobiana, el disefio de la reaccién de hidrogendlisis puede optimizarse.
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