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RESUMEN

En el presente trabajo, se presenta el disefio sintético para la preparacion de nuevas
moléculas anfipaticas de la familia gemini con potencial actividad antifungica para la

aplicacion en la conservacion de cueros.

El propdsito de esta tesis es generar una nueva libreria de antifungicos diméricos de la
familia gemini con capacidad bioactiva, con el propdsito de contribuir al desarrollo de
productos aplicables en la conservacion de cueros y cuya composicion quimica perjudique
lo menos posible al medio ambiente. Dichos compuestos tienen como finalidad intentar
reemplazar a los ya existentes o bien actuar como sinergisantes de los mismos,
reduciendo la cantidad empleada habitualmente y contribuyendo de manera favorable con

los seres vivos.

El esquema de sintesis de las nuevas moléculas diméricas involucra no menos de tres
etapas sintéticas. De esta manera, eligiendo cuidadosamente los materiales de partida,
fue posible dirigir estratégicamente la sintesis de surfactante con dos grupos hidrofilicos y
dos cadenas hidrofébicas. El estudio de dichos compuestos constituye un area de
investigacion y desarrollo en expansion gracias a las excepcionales propiedades que
presentan muchos de estos compuestos en disolucidon acuosa. Por ejemplo,
concentraciones micelares criticas (CMC) menores a la de los surfactantes
convencionales monomeéricos, mejor desempeno en la disminucién de la tension
superficial del agua y la propiedad de formar agregados con diferentes morfologias, entre

otras.

Se presenta ademas el estudio y desarrollo de diferentes pruebas in vitro de actividad
biologica de los productos sintetizados frente a cepas de coleccion tales como Candida
albicans ATCC 64548, C.parapsilosis ATCC 22019, Saccharomyces cerevisiae ATCC
9763, Aspergillus niger ATCC 16404 y dos aislamientos regionales, C.parapsilosis y

Alternaria sp., de interés para la industria curtidora.

A partir de los resultados obtenidos de los ensayos de actividad bioldgica in vitro, se
realizé un ordenamiento jerarquico de los compuestos gemini sintetizados. A raiz de esto,
emprendimos el escalado del proceso de sintesis de dos moléculas gemini. Ambas fueron

seleccionadas ya que resultaron ser las moléculas de mejor desempefio en general,

Xiii



demostrada accion antifungica y bajo costo de produccion. Finalmente, ambas muestras
fueron enviadas al Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI — Cueros) para su
evaluacion como agente antifiUngico (o preservante) en el proceso de fabricacion de

cueros.

En el Capitulo 1, “Introduccion”, se presentan nociones basicas acerca de la
problematica vinculada a la industria curtidora, el proceso industrial de produccién del
cuero, caracteristicas generales de los hongos; asi como también el objetivo general y los

objetivos especificos de esta tesis.

En el Capitulo 2, “Sintesis Quimica de nuevos biocidas derivados de amidas”, se
presentan los aspectos estratégicos para la obtencidén de nuevos surfactantes de
naturaleza no iénica y catidnica con potencial actividad bioldgica. La ruta sintética para la
obtencion de los surfactantes comprende no menos de tres etapas de sintesis: (i) la
obtencion de la N-acetildietanolamina a partir de anhidrido acético y dietanolamina, (ii) la
utilizacion de la catalisis por transferencia de fases sélido-liquido para la obtencion del
intermediario reactivo o éter diglicidilico y (iii) la aminoalquilacién de dicho intermediario
con aminas grasas primarias y terciarias (N,N-dimetiladas) de diferente longitud y

naturaleza para obtener los compuestos de interés.

En el Capitulo 3, “Estudio de las propiedades activas de superficie de los
compuestos gemini sintetizados”, se estudiaron diversos parametros tales como
tension superficial, concentracién micelar critica, concentracion en exceso de superficie,
entre otros; que definen las excepcionales propiedades de superficie que exhiben los
surfactantes gemini en disolucién acuosa. Las medidas de tensidén superficial de las
soluciones acuosas se determinaron por el método de desprendimiento del anillo de Du
Nouy y se midieron a 20°C y pH 7 utilizando un tensidmetro semiautomatico Cole-Parmer

Surface Tensiomat 21

En el Capitulo 4, “Estudio in vitro de las propiedades bioldgicas de los compuestos
gemini sintetizados”, se evalué la actividad antifingica (determinacion de la
Concentracion Inhibitoria Minima) de los gemini frente a distintas cepas de hongos
mediante la técnica de dilucién en caldo utilizando los métodos de referencia aprobados
por la CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute). M27-A2 y M38-A. Ademas, para

cotejar los valores de CIM obtenidos se ensayaron dos compuestos de referencia:

Xiv



Fluconazol (derivado azélico de uso clinico y de elevada actividad antifingica) y Bio F-36
(conservante empleado en la curticion de pieles a base de TCMTB y un derivado

carbamico).

En el Capitulo 5, “Produccion a mayor escala de los compuestos gemini de mejor
desempefio como agentes antifungicos. Evaluacion de su actividad biolégica sobre
cueros”, se llevd a cabo la produccién a mayor escala de dos moléculas gemini
previamente seleccionadas debido a su excelente desempefio in vitro, su formulacion y su
evaluacién como preservante en el proceso de fabricacion de cueros. Este ultimo
procedimiento, se realizé tomando como base las normas ASTM D 3273-00 y ASTM D
4576-08 en el Instituto Nacional de Tecnologia Industrial, mas precisamente al Centro de
Investigacion y Desarrollo del Cuero (INTI-Cueros) ubicado en Manuel B. Gonnet (Buenos

Aires, Argentina).

En el Capitulo 6, “Conclusiones”, se presentan las principales consideraciones

conclusivas.

ABSTRACT

A series of new N-acetylated non-ionic and cationic gemini surfactants having dimeric
structures derived from primary and tertiary amines were synthesized. In addition, two N-
acetylated monomeric analogues were prepared. The synthesized compounds have a
molecular structure able to interact with the fungi membrane and to promote their free
entrance to the cell wall. Their antifungal potency and surface properties were also

determined.

The surface tension of aqueous solutions (pH = 7) was measured at 20 °C using a
semiautomatic tension-meter apparatus (Cole-Parmer Surface Tensiomat 21) by the Du
Nouy ring method. Critical micelle concentration (CMC), effectiveness of surface tension
reduction (ycuc), surface excess concentration (7), and area per molecule at the interface
(A) were also determined and the resulting values indicate that the cationic series is

characterized by good surface-active and self-aggregation properties.
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Antifungal activities of the dimeric and monomeric compounds were evaluated using the
method for the broth macro dilution test (M27-A2 and M38-A, Clinical Laboratory
Standards Institute - CLSI). Six microbial strains were used to perform the study: Candida
parapsilosis (ATCC 22019), C.albicans (ATCC 64548), Saccharomyces cerevisiae (ATCC
9763), Aspergillus niger ATCC 16404 and two wild-type strains: C.parapsilosis and
Alternaria sp. The antimicrobial activity was measured by fungi growth inhibition expressed
as minimum inhibitory concentration (MIC) values. Results were compared to those
obtained for their monomeric analogues and for two commercially available reference

compounds: Fluconazole and Bio F-36 (Pellital).

Finally, gemini with a distinguished performance were synthesized on a large scale and
sent to INTI (National Institute of Industrial Technology) to evaluate their behavior as

leather preservatives.
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CAPITULO 1

“INTRODUCCION”



1.1 PROBLEMATICA VINCULADA A LA INDUSTRIA DEL CUERO

Descubrimientos cientificos recientes han logrado generar un notable interés tanto
académico como tecnolégico en diferentes areas de la ciencia. Una de ellas, la quimica,
ha permitido desarrollar diferentes compuestos de amplia y variada utilidad, los cuales
han contribuido a solucionar en forma definitiva o momentanea diversas problematicas.
Entre ellas, podemos mencionar a las causadas por los microorganismos, los cuales
resultan de gran importancia durante el control microbiolégico en una de las industrias

mas antiguas de nuestro pais, la industria de la curtiembre.

La Republica Argentina es uno de los paises mas destacados en cuanto a la produccién
de pieles y cueros, ocupando uno de los primeros lugares como exportador mundial de

estos productos.

La industria curtidora esta integrada por alrededor de 300 establecimientos, los cuales
ocupan unas 20.000 personas, y donde se curten por afio aproximadamente 11 millones
de cueros vacunos y en menor cantidad otro tipo de pieles como ser ovinas, caprinas,
entre otras (Frankel AM, 1995).

Esta industria utiliza su propia terminologia denominando “cueros” a las pieles de
animales grandes (vacunos adultos y equinos) mientras que denomina “pieles” a las
provenientes de animales de menor tamafio (ovejas, cabras y terneros). Con las pieles se
fabrican gran variedad de prendas exteriores, como abrigos, chaquetas, sombreros,
guantes y botas, asi como adornos para otros tipos de prendas. El cuero se utiliza para
confeccionar prendas y puede emplearse en la fabricacion de otros productos, como la
tapiceria para automéviles y muebles, y una amplia gama de articulos de piel, como
correas de reloj, bolsos y articulos de viaje. El calzado es otro producto tradicional del

cuero.

Sin embargo, los términos “cueros” y “pieles” pueden emplearse de manera diferente
segun el contexto. Durante el proceso de curtido, “piel” puede hacer referencia al material
no curtido (putrescible) mientras que “cuero” hace referencia al material curtido (no
deteriorable). Ademas, fuera de este ambito, el término “piel” también puede hacer

referencia a pieles de animales con pelo.



Desde hace mucho tiempo, el cuero es un subproducto de la industria frigorifica que se
convierte en materia prima para la industria del cuero terminado. La produccion del cuero
requiere un proceso largo y complicado que solo se puede emprender contando con
adecuados métodos y personal, técnico 0 no, pero especializado. Durante dicho proceso,
los microorganismos pueden deteriorar los cueros disminuyendo, en gran medida, los

rendimientos de la industria curtidora.

Los caélculos realizados indican que las pérdidas totales causadas por dafios a los cueros
y pieles durante su conservacion ascienden anualmente a varios millones de dolares en

todo el mundo.

En consecuencia, se deduce que tanto los cueros como las pieles constituyen articulos de
gran valor en el comercio nacional e internacional, de modo que los procesos de
conservacién, asi como también los sistemas tecnolégicos adoptados durante el curtido
de estos materiales desempefnan un rol fundamental en la comercializacion exitosa de

dichos productos.

Si bien la accién perjudicial o efecto deletéreo de los microorganismos sobre los cueros
no es la unica problematica del sector, consideramos que es de vital importancia para el

mismo controlar este deterioro indeseado.

En la actualidad, para evitar la biodegradacion durante el proceso de fabricacion de
cueros, se emplean una amplia gama de compuestos quimicos de diversa naturaleza (por
ejemplo, compuestos heterociclicos o derivados del fenol, entre tantos). Su utilizacion
como compuestos biocidas durante el proceso de produccion en la industria curtidora ha
sido llevada a cabo con éxito. Sin embargo, muchos de ellos presentan caracteristicas
poco favorables como ser una baja solubilidad en agua (Muthusubramanian L y col, 1997)
0 una sintesis poco sencilla y pueden considerarse peligrosos (de elevada toxicidad) para
el hombre, para animales de sangre caliente y para el medio ambiente (Reemtsma T y
col, 1995).

Los benzotiazoles son sustancias de elevada actividad biolégica y de gran utilidad en la
industria curtidora, asi como también en diferentes procesos industriales como la
produccion de pinturas, maderas, papeles, entre otros. Por ejemplo, el biocida 2-
(tiocianometiltio) benzotiazol o TCMTB es corrientemente empleado en la produccion de

cueros como un sustituto de los bien conocidos clorofenoles.



En estos ultimos tiempos, su creciente utilizacidn como agente antimicrobiano ha ganado
mayor atencién debido no solo a sus propiedades antimicrobianas, sino también a su
aparicion en rios y suelos como potencial agente contaminante. Este tipo de compuestos
y sus correspondientes metabolitos se asocian a datos toxicologicos desfavorables. Se los
considera agentes mutagénicos, téxicos para el agua y sus peces. Ademas han sido

identificados como sustancias alergenas (Reemtsma T y col, 1995).

A pesar de los esfuerzos realizados, la eliminacion de estos compuestos de las aguas
residuales de la industria curtidora constituye un gran desafio ya que, generalmente, la

biodegradacién de dichas sustancias es un proceso insuficiente.

Por lo tanto, debido a lo comentado anteriormente y a nuestro interés de generar nuevos
conocimientos, abordamos el camino de la busqueda de diferentes compuestos
antimicrobianos, enfocada en el desarrollo sintético de estructuras novedosas con una

posible aplicacion en la conservacion de cueros en la industria curtidora.

Esta busqueda pretende, no solo aportar al sector en cuanto a la disminucién en el
deterioro de los cueros sino también generar una libreria de compuestos con capacidad
bioactiva a partir de reactivos de partida accesibles comercialmente y de facil provision,

cuya composicion quimica perjudique lo menos posible al medio ambiente.

1.2 TECNOLOGIA DEL CUERO

Esta seccién tiene como objetivo brindar algunos conocimientos basicos necesarios para

el entendimiento del proceso industrial de produccion del cuero.

1.2.1 Generalidades

Para un animal vivo la piel no sélo constituye una simple cubierta protectora exterior, sino
que también desempena otras funciones fisioldgicas vitales como ser: el mantenimiento
de la temperatura corporal, la excrecion de determinados desechos, la proteccion frente a

danos fisicos, entre otros.



Desde el punto de vista histolégico la piel esta constituida por tres capas: una superficial
denominada epidermis, una intermedia conocida como dermis y otra profunda o tejido

subcutaneo.

La epidermis esta formada por un epitelio estratificado de espesor variable, con orificios
que corresponden a los foliculos y glandulas cutaneas mientras que, la dermis comprende
aproximadamente un 30 a un 35 % de proteina, que en su mayor parte es colageno,
siendo el resto agua y grasa. Ademas del colageno, existe otra red de fibras casi
quimicamente inertes denominada elastina, que sirve para fortalecer ain mas la piel. Mas
abajo, se encuentra el tejido subcutaneo.

La estructura de la piel puede observarse en detalle en la Figura 1.1.

Epidermis
Sebaceous gland Papitlary |
“| tayer
Ersekor pili Mysele {grain) Dermis
{corium)
kY
Sweal gland Relicular
& | layer
Adipose Ffissue
M Subcutaneous
uscle e

Blood vessel

Figura 1.1. Corte transversal de un cuero vacuno: partes principales de la piel.

De las capas mencionadas anteriormente es la dermis la que se utiliza para fabricar el
cuero, luego de eliminar las demas capas con medios quimicos y mecanicos.
Basicamente, el proceso de curtido consiste en reforzar la estructura proteica del cuero
creando un enlace entre las cadenas de péptidos. Durante el mismo se emplean acidos,
alcalis, sales, enzimas y agentes curtientes para disolver las grasas y las proteinas no
fibrosas y para enlazar quimicamente las fibras de colageno entre si (Frankel AM, 1995).
El curtido se practica desde tiempos prehistéricos. El sistema mas antiguo se basa en la
accion quimica de material vegetal que contiene tanino (acido tanico). Se obtienen
extractos de las partes de plantas que son ricas en tanino y se procesan convirtiéndose

en liquidos curtientes. Los cueros se remojan en fosos o tinas de liquidos cada vez mas
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concentrados hasta que se curten, lo cual puede tardar semanas o meses. Este proceso
se utiliza en paises de escasos recursos tecnoldgicos asi como también en paises
desarrollados para producir cueros mas firmes y gruesos para suelas de zapatos, bolsos,
articulos de viaje y correas.

El curtido quimico, que utiliza sales minerales como el sulfato de cromo, se introdujo en el
siglo XIX y se ha convertido en el proceso principal para la produccion de piel mas suave
y delgada para articulos como bolsos, guantes, prendas de vestir, tapiceria y calzado.

La escala y tipologia de instalaciones de curtido son muy variadas. Algunas fabricas
poseen sistemas altamente mecanizados y utilizan sistemas automaticos cerrados y
muchos productos quimicos, mientras que otras todavia emplean mucha mano de obra y
sustancias curtientes naturales con técnicas que no han variado esencialmente en el
curso de los siglos. El tipo de producto necesario (por ejemplo, cuero de gran resistencia
o pieles finas flexibles) influye en la eleccién de los agentes curtientes y el acabado
necesarios.

A continuacién describiremos, de manera sencilla y generalizada, las diferentes etapas

que atraviesan esa piel o cuero hasta convertirse en el producto final deseado.

1.2.2 Descripcion del proceso
La produccion de cueros puede dividirse en diferentes etapas las cuales se resumen
seguidamente y seran descriptas con mayor detalle mas adelante. Dichas etapas

consisten en:

e Curado vy expedicion de pieles y cueros. En esta etapa, los cueros se mantienen

en un estado de conservacion hasta el momento de su curticion.

e Operaciones de ribera. Abarca el tramo de la curtiduria que transcurre entre el

retiro de las pieles o cueros del lugar de almacenamiento y su preparacion para el
curtido propiamente dicho.

e Proceso de curtido. Por medio de la curticion los cueros y pieles de animales se

convierten en materiales mas resistentes a la descomposicion.

e Acabado del cuero. Incluye tareas mecanicas para dar forma y alisar, métodos

quimicos para colorear, lubricar, suavizar y aplicar un acabado superficial al

producto.



Todos estos procesos pueden tener lugar en las mismas instalaciones, aunque es comun

que el acabado se realice en instalaciones distintas del curtido (Frankel AM, 1995).

CURADO Y EXPEDICION DE PIELES Y CUEROS.

Por lo general, durante esta etapa, los cueros crudos se mantienen en un estado de
conservacion hasta el momento de su curticion por especialistas.

En el mismo momento de la faena del animal comienza el proceso de descomposicion
debido a que el exterior de la piel esta cubierto con suciedad proveniente del medio
ambiente y su interior puede contener algunos microorganismos controlados por la
defensa del animal mientras esta vivo, las cuales desaparecen una vez muerto.

El cuero esta compuesto de:

1 Proteinas fibrosas como queratina, colageno y elastina.
2 Proteinas solubles o blandas como albuminas, globulinas, mucoproteinas.
3 Componentes grasos del cuerpo, tanto fisiolégicos como para almacenamiento de

lipidos.

De todas estas sustancias, las mas resistentes al ataque quimico y bacteriano son las
proteinas fibrosas. Esto nos indica que la descomposicion del cuero es un suceso a
ocurrir en forma rapida, por lo tanto se deben emplear métodos de conservacién que
minimicen tanto la descomposicion bacteriana como las alteraciones bioquimicas del
mismo, con la finalidad de mantener las buenas cualidades que se requieren para la
fabricacion del cuero terminado.

Existen tres sistemas principales de conservacion: el secado, el salado y el salmuerado o

conservacion en salmuera. A continuacion describiremos cada uno de ellos.

Secado.

El secado al aire de cueros y pieles constituye uno de los métodos mas antiguos de
conservacion. Tiene la ventaja de constituir la forma mas sencilla de conservacion de
cueros Yy pieles, lo cual resulta practico en los lugares donde la sal es cara y hay que
conservar una pequefia cantidad de pieles. Por ello, este método es util en zonas de clima

tropical seco y en zonas rurales de naciones poco desarrolladas.



La técnica del secado varia segun sean las condiciones climaticas de la zona, la
disponibilidad de materiales auxiliares y la capacidad técnica de los operarios.

La practica mas utilizada es el secado en bastidores, estirando el cuero sobre un marco y
dejandolo secar a la sombra o al sol. A medida que el cuero se va secando, se contrae y
endurece quedando plano, permitiendo una buena circulacion de aire durante este
proceso.

Cuando las pieles deben doblarse para su embalaje, deben ser plegadas justamente
antes de que hayan alcanzado su estado seco final ya que el plegado de pieles muy duras

provoca el agrietamiento y la rotura de las fibras.

Salado.

Comunmente utilizado en zonas de clima templado, el sistema de conservacién por
salado es empleado en plantas frigorificas y por comerciantes en cueros de gran escala.

El cuero fresco que proviene directamente de la plataforma de faena es llevado a la
bodega de cueros y colocado en una estiba de sal. Los cueros se colocan planos en la
pila y se doblan en los bordes para mantener la humedad. La sal se esparce de modo tal
que queda entre cada par de cueros, necesitandose aproximadamente un kilo de sal por

cada kilo de cuero fresco (Figura 1.2).

Figura 1.2. Curado o conservacion de cueros: salado.

Una vez finalizado el curado (alrededor de 21 dias de estiba o mas), los cueros son
sacados uno por uno, se les sacude el exceso de sal y son inspeccionados por los

compradores. Luego los cueros se enfardan y pesan para su expedicion.



Los cueros curados correctamente por este método se conservan hasta un afio sin
refrigeracién, a temperatura moderada en lugares frescos, pero lo mas frecuente es que

los cueros salados sean procesados en las curtiembres tan pronto como se los recibe.

Salmuerado.

Existen varios sistemas de salmuerado pero en la actualidad, el mas importante es el que
se utiliza para los cueros pesados de frigorifico.

Los cueros recibidos directamente de las plataformas de faenados son enviados a través
de una maquina enfriadora para limpiarlos, siendo luego llevados a una maquina
descarnadora. Esta operacion se ve favorecida por el enfriamiento del cuero, el cual ha
producido el endurecimiento de las grasas. Los cueros descarnados se remojan en
salmuera saturada, ya sea en cubas o tinas, durante 48 horas o mas.

A continuacion se retiran los cueros y se escurren en una maquina o prensa, se los
examina y se agrega una pequefia cantidad de sal protectora adicional. Luego se
enfardan y se procede a despacharlos a destino.

Sin embargo, hay que destacar que el salmuerado no resulta tan efectivo como el salado
convencional con respecto a la efectividad de la conservacion de los cueros. Bajo
circunstancias normales permite la conservacion durante algo mas de seis meses, pero

no se puede proceder al almacenamiento durante periodos prolongados.

En la actualidad, estas metodologias de conservacion estan siendo lentamente
reemplazadas por operaciones de conservacion a corto plazo. Es decir, la conservacion
con sal seria un paso innecesario que podria eliminarse procesando de inmediato los
cueros. Por lo tanto, una operacion de este tipo puede ubicarse cerca de la fuente de

origen de los cueros para tener la ventaja de la eliminacion del curado.

OPERACIONES DE RIBERA.

La seccion o taller de ribera abarca el tramo de la curtiduria que transcurre entre el retiro
de las pieles o cueros del lugar de almacenamiento y su preparaciéon para el curtido
propiamente dicho.

Las operaciones de ribera constituyen el tramo mas desagradable en la fabricacién del
cuero debido a la necesidad de utilizar sustancias malolientes, pero tienen una enorme

importancia en la calidad final del cuero.



Para poder comenzar en forma optima con estas operaciones es esencial realizar el
DESCARNADO de la piel, el cual consiste en la eliminacién mecanica de la grasa natural,
del tejido conjuntivo y de los restos de carne que hayan quedado adheridos a la piel.
Luego, el material se encuentra listo para continuar con las etapas del proceso de
fabricacion de cueros.

El taller de ribera incluye cinco pasos principales que se conocen como reverdecimiento,
encalado (depilado), desencalado, purgado y “picklado”. Estos son comunes a todos los
tipos de cuero que se producen, con variaciones importantes segun el tipo de producto

que se desee fabricar.

Reverdecimiento o remojo.

Los cueros que se reciben en las curtiembres se encuentran en un estado de
conservacion basado en la deshidratacion, ya sea por secado, salado o salmuerado.

Para poder realizar las operaciones subsiguientes resulta necesario remojar de nuevo a
los cueros para tornarlos flaccidos (estado en el que suelen denominarse “pieles en
tripa”). Antes de dar comienzo al proceso de elaboracién los cueros se recortan
removiendo canillas, patas, colas y otros apéndices pequefios que pueden interferir en el
correcto funcionamiento de las maquinas.

Por lo general, el reverdecimiento se logra sumergiendo las pieles en agua que puede
contener algun aditivo. El agregado de una pequefa cantidad de sulfuro de sodio,
tetrasulfuro de sodio u otras sustancias al remojo antes del depilado permite dar comienzo
a esta ultima operacion provocando una accion quimica sobre la queratina del foliculo.
Ademas, estos aditivos ayudan a la eliminacién de las proteinas globulares blandas, lo
cual también tiene relacion con la eliminacién de los pelos finos. Si estas proteinas no se
eliminaran antes de proceder al curtido, interferirian en el proceso creando problemas
técnicos.

Por lo tanto, las finalidades de este proceso son:

1. Ablandar los cueros deshidratados de modo tal que se asemejen a los de animales
recién sacrificados, recobrando asi su estado inicial.
2. Quitar la sangre, estiércol, tierra y otras impurezas no eliminadas durante la

desecacion.
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3. Quitar la sal que impide la hinchazéon de los cueros y ejerce influencias
indeseables sobre los procesos posteriores.

4. Facilitar la penetracion de las sustancias quimicas en procesos posteriores
provocando la ligera hinchazén que se conoce como “esponjado” 6

“esponjamiento”.

Durante esta etapa pueden utilizarse agentes desinfectantes con el objetivo de evitar el
deterioro bacteriano. Se recomienda el uso de compuestos aromaticos clorados ya que
estos no interfieren en el proceso del depilado.

En la practica actual el remojado de las pieles se efectia en un periodo tan corto que el

deterioro de este tipo ya no constituye un problema tan grave.

Encalado (depilado).

Los cueros o pieles reverdecidos quedan en condiciones de pasar al tramo siguiente de la
industrializacién denominado encalado, con la finalidad de provocar el pelado.

La depilacién de cueros y pieles puede efectuarse siguiendo distintos métodos, aunque
todos se relacionan con la quimica del pelo. Esta operacion se denomina encalado debido
a que la principal sustancia que se utiliza es la lechada de cal, aunque también pueden
emplearse otras sustancias como sulfuro sédico e hidrosulfuro sédico, sulfuro de arsénico,
sales amodnicas, enzimas, etc.

Las finalidades de este proceso son las siguientes:

Destruir o ablandar la epidermis para que se desprenda el pelo o lana.
Destruir las glandulas sudoriparas, nervios, venas y vasos sanguineos.
Ablandar y destruir los tejidos interfibrilares que mantienen unidas las fibrillas.

Hinchar las fibras vy fibrillas para facilitar la penetracion de las materias curtientes.

U

Hinchar y esponjar la carne y tejidos conjuntivos laxos en la cara de la carne para

facilitar su posterior eliminacion.

La cal actua sobre las proteinas produciendo su hidrdlisis, el desdoblamiento gradual y su

solubilizacién en forma de moléculas cada vez mas pequefias.
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El agregado de un alcali (proceso a pH 12,5) provoca la solubilizacion de la queratina del
pelo sin acciéon quimica nociva sobre el colageno formador del cuero, siendo lo dicho la
base de la mayoria de los sistemas de depilacion con cal.

La elastina, otro componente principal de las proteinas del cuero, tiene escasa tendencia
a la solubilizacién por el encalado. Su eliminacion se realiza con posterioridad durante el
purgado.

Por otra parte, la presencia de alcali en la piel ayuda a la saponificacion de las grasas

naturales.

Desencalado.

El cuero encalado (pH 12,5) es una red tridimensional de fibras que han absorbido alcali
en forma de cal y otras sustancias, por lo tanto, el proceso de desencalado tiene la
finalidad de solubilizar el hidréxido de calcio absorbido llevando la piel hasta el pH
deseado para el purgado (pH de 7 a 8).

El proceso debe tener lugar en forma gradual, manteniendo bajo control el pH, de manera
de no danar las fibras y por ende la calidad del cuero final.

El calcio tiene una buena solubilidad en sulfato de amonio o cloruro de amonio. En
presencia de hidroxido de calcio y de las sales de amonio, el pH de la solucion es
modificado entre 7y 8 resultando en una buena solubilidad de la cal que es eliminada de
la piel por difusién con minimos efectos de hinchamiento del cuero. Para obtener un
desencalado mayor se agrega acido clorhidrico, que ayuda a clarificar la superficie al
disolver el hidroxido de calcio.

Esta parte del proceso es de gran importancia para la remocién de grasas (jabones de
calcio de limitada solubilidad) permitiendo realizar de manera exitosa la siguiente etapa, el
purgado.

Purgado.

El purgado es otro paso mas en la purificacion (limpieza) del cuero antes de su curtido y
consiste en la accién de ciertas enzimas.

En la practica se emplea una cantidad muy baja de enzimas y se controlan estrictamente
las condiciones del medio en el que deben actuar. Las enzimas deben aplicarse siguiendo
con sumo cuidado las recomendaciones de los fabricantes con el objetivo de no producir
cueros de calidad deficiente.
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Una vez que el purgado ha llegado al punto deseado y la piel puede soportar la accion
mecanica, conviene lixiviar las sustancias quimicas y los productos de degradacién con el
proposito de detener la accién enzimatica. Esto se consigue pasando las pieles por un
tambor o paleta con un flujo continuo de agua hasta que el bafo quede transparente y la
temperatura llegue a un nivel deseado que por lo general es de unos 18 ° C.

Esta operacién deja el cuero en condiciones 6ptimas para continuar con el siguiente paso,

el picklado.

Picklado.

El “picklado” consiste en el tratamiento del cuero con sal y acido (por ejemplo cloruro de
sodio - acido sulfurico) para que la piel adquiera, nuevamente, el pH deseado para el
curtido o para su conservacion. El acido genera lugares activos para la fijacion del cromo
y es necesario porque los agentes curtientes de cromo no son solubles en condiciones
alcalinas. La sal previene el hinchamiento del colageno.

Al finalizar esta operacion, la cual transcurre a un pH acido (pH de 2 a 4) se tendria una

red purificada de proteina del cuero.

Muchas de las operaciones de ribera se realizan procesando los cueros en grandes fosos,
tinas o tambores. Las soluciones se trasladan a los recipientes a través de tuberias o se
vierten directamente en los mismos. Los productos quimicos pueden afadirse a los
recipientes mediante dichas tuberias 0 manualmente. Se necesita una buena ventilacion y

equipo de proteccion personal para evitar la exposicion respiratoria y dérmica.

PROCESO DE CURTIDO.

El curtido es el proceso a través del cual los cueros y pieles de animales se convierten en
materiales mas resistentes a la descomposicién. Este proceso puede realizarse de
diferentes maneras, es decir, utilizando sustancias de origen vegetal (taninos naturales) 6
sintético (taninos sintéticos o aldehidos), sustancias como el cromo, entre otras.

El curtido al cromo se ha difundido con extraordinaria rapidez, convirtiéndose en el
método mas comun para curtir cueros. Esta metodologia debe acompanarse de procesos
adicionales de terminacion (acabado del cuero) para producir un producto final utilizable.
Sus ventajas principales son la gran velocidad del sistema, su bajo costo, la obtencion de

un cuero de color claro y con sus proteinas en excelente conservacion.
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El descubrimiento del curtido al cromo se atribuye a Knapp en 1858 y la primera
produccion comercial de cuero al cromo la obtuvo Augustus Schultz en Nueva York en el
afio 1884 mediante un sistema por el cual las pieles se trataban con dicromato acido, que
luego se reducia hasta su estado trivalente en verde (curticién de dos bafios).

En la actualidad el curtido al cromo se realiza mediante el proceso de un solo bafio en
fulones de gran capacidad, basado en la reacciéon entre el cuero y una sal de cromo
trivalente como el sulfato de cromo basico (CrOHSO,).

En la Figura 1.3 se observan los fulones empleados durante el proceso productivo del

cuero.

Figura 1.3. Fulones para curtido al cromo.

Las pieles en un estado “picklado” (pH alrededor de 2) se introducen en las sustancias de
curtido. Luego de una penetracion adecuada y de una absorcion inicial de una parte de la
sal de cromo, el pH se eleva (pH alrededor de 4) provocando alteraciones y produciendo
una reaccion entre las sales de cromo (complejos de cromo catidnicos) y los grupos

carboxilos de los aminoacidos acidos de las proteinas del cuero (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Reaccion de los complejos de cromo catidnicos con los grupos carboxilo de los acidos

glutémico y aspatrtico.

Finalmente, el cuero se retira de la solucion y el exceso de agua se elimina por
ESCURRIDO. El cuero al cromo debe neutralizarse después de curtirse.
El producto final es el cuero curtido al cromo, llamado wet blue por su caracteristico color

azulado (Figura 1.5).

Figura 1.5. Aspecto caracteristico del cuero luego del curtido al cromo (wet blue).

La quimica del proceso de curtido al cromo es complicada y su equilibrio se logra
mediante el control de las condiciones de temperatura (que puede estar entre los 46-52°C
debido a la accién mecanica), pH y sustancias usadas durante el mismo. Es fundamental
entonces, la destreza del curtidor en el manipuleo de los factores intervinientes.

Finalmente, el cuero se DIVIDE pasandolo a través de una cuchilla que separa la capa de
flor (lado externo del animal) del descarne (lado interno del animal) y se REBAJA

(operacion mecanica que se utiliza para dar un espesor final).
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ACABADO DEL CUERO.

Una vez curtido, el cuero es procesado para darle forma y acondicionarlo. Se lo clasifica,
se define el articulo y se obtiene un material que, por contar con la humedad de
estabilizacién final, no cambia con el tiempo. En general, este proceso incluye diferentes

operaciones Ccomo ser:

Tefido (recurtido).

Después del curtido, la mayoria de cueros, salvo los destinados a suelas de zapatos, se
someten a coloreado (tintura). Se emplean tres tipos principales de tintes: acidos, basicos
y directos. Se utilizan mezclas de tintes para obtener el matiz exacto deseado, por lo que
la composicion no es siempre conocida, salvo por el proveedor.

Los fabricantes de colorantes han realizado profundas investigaciones y sus productos se
describen en la literatura comercial indicando rasgos de penetracion, la compatibilidad con

diversos agentes curtientes y la estabilidad al destefiido bajo diversas condiciones.

Lubricacion.

La correcta lubricacion de las fibras de cuero constituye uno de los factores mas
importantes para determinar las caracteristicas del mismo, tanto desde el punto de vista
utilitario como del estético. Se emplean aceites, grasas naturales, aceites minerales y
varias grasas sintéticas. El aceitado tiene como finalidad lubricar el cuero para darle

resistencia y flexibilidad.

Secado.

Las operaciones de curtido, el teiido y la lubricacion del cuero son completadas por el
secado. Este proceso es algo mas que la simple eliminacién de la humedad para permitir
la utilizacion practica del cuero, ya que fija efectivamente las sustancias en su interior vy,

por lo tanto, constituye un paso muy importante para la calidad final del producto.

Terminacion.

Los procesos de terminacion del cuero consisten en diversas y variadas operaciones que

tienen como finalidad no solo cubrir los errores de las operaciones previas, sino también

aumentar su durabilidad y embellecerlo. La terminacion constituye un paso fundamental

para que la industria produzca cueros de mayor belleza y calidad. En este punto, el
16



producto esta en condiciones de ser empleados directamente por los sectores

manufactureros.

En la Figura 1.6 podemos apreciar las diferentes etapas antes descriptas de manera

sintética y ordenada.

TECNOLOGIA DEL CUERO

CUEROS CRUDOS

g

CURADO Y EXPEDICION DE CUEROS
(secado, salado o salmuerado)

g

OPERACIONES DE RIBERA

g

PROCESO DE CURTIDO

g

ACABADO DEL CUERO

U

(

\

Reverdecimiento (remojo)
Encalado (depilado)
Desencalado

Purgado

Picklado

<:> Curtido al Cromo

r

CUEROS TERMINADOS

(producto final deseado)

Tehido

Lubricacioén

Secado

Terminacion

Figura 1.6: Etapas del proceso de elaboracién del cuero.
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1.3 HONGOS: LEVADURAS Y MOHOS

Los cueros son materiales sensibles a la degradacién por microorganismos. En las
primeras etapas del proceso de produccion (hasta el picklado) el dafio a los cueros es
causado principalmente por bacterias como Micrococcus, Bacillus, Pseudomona, Proteus
y Escherichia (Orlita A, 2004). Esta situacién se encuentra, en la mayoria de los casos,
bien controlada y generalmente no constituye un problema tan serio para el sector. En
cambio, luego del curtido de los cueros, los hongos son la causa principal del deterioro de
estos materiales, de la disminuciéon de la calidad y del valor econémico del cuero
terminado. Estos microorganismos constituyen uno de los grupos dominantes
responsables de la degradacién de biopolimeros y de otros materiales organicos. Existen
muchisimas especies de hongos capaces de atacar diversos materiales en diferentes
grados, dependiendo esto, no solo de la composicion especifica del sustrato sino también

de los atributos fisiolégicos especificos de los microorganismos involucrados.

Como se dijo anteriormente, estos microorganismos resultan de gran importancia para el
control microbiolégico en la industria de la curtiembre. Varias especies de hongos pueden
desarrollar en las distintas etapas del proceso de manufactura de cueros. Por esta razén,
el enmohecimiento es un problema muy particular que puede causar serios
inconvenientes, como por ejemplo la decoloraciéon y la putrefaccion de los mismos.
Algunos de los géneros involucrados en esta problematica incluyen a Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Scopulariopsis, Candida, entre otros. Es
importante destacar que, la colonizacion de algunas especies de hongos en los cueros es
frecuentemente limitada por la presencia de Aspergillus o Penicillium (microorganismos de
elevado poder de sintesis). Pero en ausencia de los mismos, las demas especies pueden

atacar y destruir el cuero con gran facilidad (Orlita A, 2004).

A continuacién se explicaran los fundamentos tedricos elementales para conocer mejor a

estos microorganismos y para comprender sus cualidades estructurales y fisioldgicas.
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1.3.1 Caracteristicas Generales

La palabra HONGOS deriva del griego: mikes y del plural latino: fungi. El término incluye
una gran variedad de tipos celulares con diferentes formas, macroscopicos o

microscopicos, moviles o inmoviles, parasitos o saprofitos.

Los hongos son organismos eucarioticos, constituidos por células que poseen organulos
membranosos y nucleo rodeado por membrana. Se caracterizan porque no poseen
clorofila, por lo que no pueden realizar fotosintesis. Debido a que sélo utilizan el carbono

de compuestos organicos se consideran heterotrofos.

Otra de sus caracteristicas es que se nutren Unicamente por absorcién ya que sélo son

capaces de incorporar nutrientes simples solubles.

Todos los hongos se reproducen de manera asexual o agamica. Algunos presentan,
ademas, reproduccion sexual, siendo considerados como hongos perfectos. Cuando un
hongo es capaz de reproducirse sexualmente, las caracteristicas de dicha reproduccién
se vuelven muy importantes para su identificacion y clasificacién taxonémica (Madigan MT
y col, 2004).

1.3.2 Rol de los hongos en la Naturaleza
Tienen gran facilidad para adaptarse a diferentes ambientes por lo que se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza, siendo su habitat muy diverso. Algunos son

acuaticos, pero la mayoria son terrestres.

Tienen gran importancia para los seres humanos, tanto en términos de beneficio como de
perjuicio. Cumplen un rol fundamental en el ciclo de la materia participando del proceso
de biodegradacion, permitiendo el reciclado natural de algunos elementos necesarios para

la vida.

La mayoria de los hongos son saprofitos, lo que significa que utilizan materia organica
muerta para su desarrollo y reproduccién. Pueden degradar madera, lignina, vegetales,
quitina, queratina, grasas, aceites, fenoles, asfalto, neumaticos, cera, huesos, almidén,

pectinas, proteinas, polimeros, etc.
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Algunos hongos, comestibles (como los champignones), forman parte de la dieta. Otros,
son indispensables para la maduracion de ciertos quesos (roquefort, camembert, etc.) o
son esenciales para la elaboracion de alimentos y bebidas tales como el pan, la cerveza y

los vinos. Los denominados hongos fitopatégenos son parasitos de vegetales.

Unos pocos son capaces de infectar a los animales, insectos y parasitos. En el hombre,
producen enfermedades que se conocen como micosis. También son responsables de

cuadros de alergia y de intoxicaciones de origen alimenticio.

Como se describira mas adelante, tienen muy pocos requerimientos nutricionales, por lo
pueden desarrollar sobre diferentes sustratos, lo que les permite causar, por ejemplo, el
biodeterioro de los alimentos (son capaces de desarrollar aun a temperatura de heladera),

instrumental 6ptico, todo tipo de papel, cuero y maderas.

Durante su digestién, producen sustancias organicas de vital importancia conocidas como
metabolitos. Los denominados metabolitos primarios son los que les brindan la energia
necesaria para crecer y multiplicarse. Los metabolitos secundarios no son necesarios
para el crecimiento del organismo que los produce, sino que poseen una funcién
especifica. Actualmente, ciertos metabolitos secundarios son utilizados en la
biotecnologia de los alimentos, bebidas y en la industria farmacéutica (antimicrobianos).
Otros metabolitos secundarios, las micotoxinas, pueden enfermar al hombre y los
animales provocando intoxicaciones agudas, subagudas o, en la mayoria de los casos,

crénicas (Prescott LM y col, 2004).

1.3.3 Caracteristicas Fisioldgicas

e Requerimientos Nutricionales
Los hongos no son exigentes desde el punto de vista nutricional. Los requerimientos
basicos para su desarrollo incluyen: un compuesto organico, que les sirve como fuente de
energia y de carbono, nitrdgeno organico o inorganico, varios minerales y, en algunos
casos, vitaminas. Otros elementos que demandan son magnesio, fésforo, azufre y

potasio.
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e Temperatura
Son capaces de desarrollar dentro de un amplio rango de temperaturas: desde < 0°C -
60°C. La temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra en el rango de 25 - 35°C,

segun del tipo de hongo de que se trate.

e Condiciones de pH
En general, no son afectados apreciablemente por los cambios en el pH del sustrato
sobre el cual desarrollan y casi todas las especies pueden crecer dentro de un amplio
rango de valores que abarca desde 2 a 10. El pH éptimo de desarrollo generalmente se

encuentra entre 5,5 - 7,5.

e Relacidn hacia el Oxigeno
La mayoria son aerobios estrictos. Algunos pueden desarrollar con concentraciones muy

bajas de oxigeno (microaerofilos) y, algunos pocos son anaerobios.

e Actividad Acuosa
Como todos los organismos vivos, los hongos son afectados por la disponibilidad de agua
en el sustrato sobre el cual desarrollan. La actividad acuosa (a,) es un parametro
estrechamente ligado a la humedad de un sustrato que nos permite, al igual que la
temperatura y el pH, estimar la posibilidad de propagaciéon microbiana. Asi, algunos

hongos denominados xerofilos desarrollan con a,, menores a 0.85.

e |uz

Crecen con longitudes de onda correspondientes al espectro visible.

1.3.4 Estructuray Composicién Quimica
Basicamente la estructura y composicion quimica de una célula fungica es similar al resto

de las células eucaridticas.

A continuacion solo se describiran la pared celular y la membrana citoplasmatica que son

las estructuras que presentan mayores diferencias.
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e Pared Celular
Los hongos poseen una pared celular rigida, de estructura pluriestratificada, dispuesta en
capas (Figura 1.7). Esta compuesta en un 80% o mas por hidratos de carbono (en la

mayoria de los casos, la quitina es el componente cuantitativamente mas importante).

Fundamentalmente, en la pared celular fungica se pueden diferenciar: fibrillas y matriz
cementante. Las microfibrillas actian a manera de barras rigidas que protegen la
integridad de la célula. Los polisacaridos fibrilares mas importantes son: la quitina,

presente en la mayoria de los hongos y los glucanos, presentes en levaduras.

La matriz cementante permite la organizacién de la pared celular. Los compuestos
cementantes son polisacaridos pequefios (diferentes a los fibrilares), proteinas, lipidos y

pigmentos (responsables del color).
La composicién quimica de las paredes fungicas, es util para clasificar a los hongos.

Entre las funciones que cumple la pared celular, se destacan: determinar la forma de la
célula, actuar como interfase entre el hongo y el ambiente, proteger al hongo de la lisis
osmoética y de metabolitos producidos por otros microorganismos. También, es el sitio de
unién para algunas enzimas y posee, en algunos casos, propiedades antigénicas (Tortora
GJ y col, 2007).

# gﬂg ﬁ <«4—— Manoproteinas

«4—— Diferentes tipos
de glucanos

«4—— Quitina

<4—— Membrana
citoplasmatica

Figura 1.7. Pared celular fungica. Representacion esquematica.
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e Membrana Citoplasmaética
Inmediatamente por debajo de la pared celular se encuentra la membrana plasmatica
(Figura 1.8). De manera semejante a otras células, la membrana plasmatica de los

hongos esta compuesta por una doble capa fosfolipidica.

Los principales lipidos que la constituyen son: fosfolipidos y esfingolipidos. Entre los

esteroles el mas importante es el ergosterol.

Ademas de los lipidos, se encuentran proteinas (en igual proporcién a los lipidos) y
pequefias cantidades de carbohidratos. Algunas de las proteinas presentes juegan un rol

estructural pero la mayoria son permeasas (permiten el ingreso y egreso de moléculas).

4 Hacia el exterior (Pared celular)

4— Glicoproteinas

Proteinas ———p
<«4— Fosfolipidos

* Interior de la célula (Citoplasma)

Figura 1.8. Membrana plasmatica de hongos. Representacion esquematica.

Entre las funciones de la membrana plasmatica se destaca la permeabilidad selectiva ya
que regula el pasaje de materiales desde afuera hacia adentro de las células y viceversa,
y permite a la célula mantener una composiciéon quimica celular distinta a la del medio

donde se encuentra.

La membrana plasmatica es un compartimiento esencial para la vida. En algunas etapas
de su vida, ciertos hongos pueden carecer de pared celular. En esos casos, la membrana

actuaria en su reemplazo (Tortora GJ y col, 2007).
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1.3.5 Morfologia

En la naturaleza pueden encontrarse hongos con morfologias muy variadas. Existen
formas muy simples como los hongos levaduriformes o levaduras, otros con formas
filamentosas multinucleadas u hongos filamentosos o mohos y los denominados “hongos
de sombrero” quienes presentan estructuras macroscoépicas mas complejas (Figura 1.9

a-c).

Figura 1.9. Morfologia de a) hongos levaduriformes, b) hongos filamentosos o mohos y ¢) hongos

de sombrero.

La descripcion de un hongo, cualquiera sea su morfologia, debe efectuarse segun sus
caracteristicas macroscopicas (lo que se observa a simple vista y con lupa
estereoscopica) y sus caracteristicas microscopicas (formas al microscopio 6ptico). Sin
embargo, es importante destacar que estas caracteristicas muchas veces son
insuficientes y deben complementarse con otros estudios, por ejemplo: la fermentacién de
azucares, la produccion de algun metabolito de utilidad como el acido citrico o perjudicial

para la salud, como alguna micotoxina.
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1.4 ANTIFUNGICOS: SUS PRINCIPALES GRUPOS

Bajo la denominacion general de antifungicos o antimicéticos se incluye a una gran
variedad de sustancias quimicas que alteran una o varias funciones bioquimicas de los

hongos (compuestos fungistaticos o fungicidas).

Los antifungicos pueden ser considerados de “primera generacion” cuando derivan de
productos naturales o también de la actividad metabdlica de determinados
microorganismos, 6 de “segunda generacién”, si para su obtencion debemos recurrir a la

sintesis quimica.

La clasificacion de estos compuestos puede realizarse segun criterios que atienden a sus
caracteristicas estructurales, origen, espectro de accién, mecanismos o sitios de accion,

via de administracion, selectividad y toxicidad.

Aplicando entonces dichos criterios, podemos mencionar distintos grupos de antimicéticos
clasificados en base a los sitios en donde actian. Por ejemplo, a aquellos que inhiben la
sintesis de la pared celular (equinocandinas y nikomicinas), a los que actuan sobre la
membrana plasmatica (polienos, azoles, alilaminas, terbinafinas, amorolfinas), a los que
inhiben la sintesis de proteinas (sordarinas) y a los que bloquean la sintesis de ADN
(griseofulvina y 5-fluorcitosina). Todos estos compuestos son de uso medicinal y de gran
utilidad para el tratamiento de diversos tipos de infecciones fungicas (Madigan MT y col,
2004; Prescott LM y col, 2004; Tortora GJ y col, 2007).

En la Figura 1.10 a-b se muestran, a modo de ejemplo, dos antifungicos ampliamente
utilizados en la actualidad.
N
7
<
N—N
b) OH

N—pN

= F
C.H.NQ, MW 924,09 < J
N

H, OH
HO

Figura 1.10. Algunos antifungicos de uso medicinal: a) Amfotericina B (polieno), b) Fluconazol
(azol).
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Sin embargo, para el controlar el crecimiento fungico en la industria curtidora se emplean
diferentes sustancias quimicas efectivas como biocidas pero inaplicables desde el punto

de vista médico.

Durante muchas décadas se utilizaron sustancias como el p-nitrofenol (PNP) y el
pentaclorofenol (PCP) en el proceso de manufactura del cuero pero, desafortunadamente,
sus propiedades toxicoldgicas y su pobre biodegradabilidad causaron la baja de estos

productos como fungicidas comerciales (Orlita A, 2004).

Para la industria del cuero existen microbicidas con distintos mecanismos de accion, por
ejemplo sustancias activas en membranas como son los derivados de fenol tales como el
o-fenilfenol (OPP) y el p-cloro-m-cresol (PCMC), o bien sustancias electrofilicas activas
como el TCMTB o la N-octil-isotiazolina (NOIT). Con respecto a los primeros, su
mecanismo de accion se basa en procesos reversibles sobre la membrana celular,
procesos que no implican consumo de sustancia activa. En cambio, la accion
antimicrobiana de los microbicidas electrofilicos se basan en reacciones irreversibles con
componentes nucleofilicos de la célula microbiana que llevan a la inactivacion de la
sustancia activa. Esto que parece una desventaja resulta en una clara ventaja cuando se
pretende que el microbicida, cumplida su funcién, no perdure. Por esta razon, aunque su
uso presente muchas otras desventajas, el TCMTB compite favorablemente con los
derivados fendlicos (Asociacion Argentina de Quimicos y Técnicos de la Industria del
Cuero, 1992).

En consecuencia y de manera ideal, cualquier biocida que pretenda ser usado en la
industria curtidora deberia reunir ciertas propiedades como ser: elevada actividad
bioldgica, amplio espectro antimicrobiano, compatibilidad con los procesos de “picklado” y
curtido, estabilidad en el cuero, no decolorar el material, medioambientalmente aceptable,

de baja toxicidad para humanos y animales de sangre caliente y econémico.

Algunos agentes biocidas empleados en la industria del cuero se presentan en la Figura
l.11a-e.
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Figura 1.11. Antifungicos empleados en la industria del cuero: a) p-nitrofenol (PNP) , b)

pentaclorofenol (PCP), c¢) o-fenilfenol (OPP), d) p-cloro-m-cresol (PCMC), e) 2-

(tiocianometiltio)benzotiazol (TCMTB).

Por ultimo, debemos considerar que la creciente incidencia de las infecciones causadas
por los hongos se ve reflejada en un mayor empleo de antifungicos. Los problemas de
seguridad y de toxicidad, a los que se afiaden los relativos a fendmenos de resistencia,
mantienen vigente la necesidad de profundizar en el desarrollo de nuevos antifungicos

que aporten ventajas apreciables respecto a los ya existentes.

1.5 OBJETIVO GENERAL

En virtud de estos antecedentes, el interés académico-tecnoldgico del presente trabajo es
generar una nueva libreria de antifungicos diméricos de la familia gemini. Estas moléculas
tienen como objeto contribuir al desarrollo de productos aplicables en la conservacion de
cueros, ocasionando al medioambiente el menor dafo posible. Dichos compuestos tienen
como finalidad intentar reemplazar a los ya existentes o bien actuar como sinergisantes
de los mismos, reduciendo la cantidad empleada habitualmente y contribuyendo de

manera favorable con los seres vivos.
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1.5.1 Objetivos Especificos

e Estudiar la sintesis de nuevas moléculas diméricas tipo gemini con la funcionalidad
B- hidroxi amino/amonio y la presencia de un grupo funcional amino acetilo,
derivadas de aminas primarias y terciarias de longitud de cadena variable (Cs-C12-
Ci) y de aminas grasas terciarias de diferente naturaleza (insaturada y
perfluorada). Optimizar sus procesos de preparacion.

e Desarrollar técnicas analiticas, de separacion, filtracion y purificacion para los
compuestos intermedios y los productos finales.

e [Estudiar sus propiedades fisicoquimicas a través de las medidas de tension
superficial.

e Estudiar sus propiedades bioldgicas disefiando protocolos de analisis in vitro que
permitan evaluar la eficacia de las nuevas moléculas sintetizadas frente a cepas
de referencia.

e Seleccionar los gemini de mejor desempefio.

e Sintetizar a gran escala los gemini seleccionados, optimizando el proceso de

preparacion de los mismos.
e Realizar pruebas de eficacia en cueros.

¢ Recomendar los gemini al sector productivo.
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CAPITULO 2

“SINTESIS QUIMICA DE NUEVOS BIOCIDAS
DERIVADOS DE AMIDAS”
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2.1 SURFACTANTES: ASPECTOS GENERALES

Los surfactantes se encuentran entre las sustancias quimicas mas versatiles, pues tienen
un amplio campo de aplicacion, tanto en la industria como en el hogar. Estan presentes
en productos tan diversos como agentes lubricantes, anticorrosivos, agentes de flotacion,
acondicionadores textiles, formulaciones de agroquimicos, emulsificantes, detergentes,

shampoos, cosméticos y farmacos, entre otros (Zhu Y y col, 1992).

Asimismo, sus aplicaciones en tecnologias emergentes han tenido una rapida expansion,
como en biotecnologia, bioquimica molecular, impresion electronica, microelectrénica,
medios de registro magnético, produccién no convencional de energia, nuevos métodos
para el control de la contaminacion ambiental, y en nuevas técnicas de separacion (Rosen
MJ y col, 1989).

Estos usos tan diversos y a gran escala, y la creciente necesidad de surfactantes “a
medida” para nuevas aplicaciones, han desencadenado en la ultima década una
importante actividad de investigaciéon en el campo de la quimica organica aplicada. A
diferencia de lo sucedido en anos anteriores, esta actividad no tiene como objetivo la
produccion de nuevas moléculas, sino de nuevas e interesantes propiedades (Menger FM
y col, 2000; Menger FM y col, 2001).

En esta linea, no basta con acumular datos de nuevas familias de surfactantes, sino que
se trata de dilucidar la relacion entre las estructuras moleculares y las propiedades
biolégicas, desarrollando métodos especificos de preparacion de nuevas estructuras

intencionalmente predisefiadas sobre dicha base.

Se sabe que los surfactantes poseen una estructura anfipatica, es decir, presentan grupos
apolares o hidrofébicos conectados a grupos polares o hidrofilicos. Estos compuestos han
sido usualmente clasificados segun la naturaleza de sus grupos polares como anidénicos
(grupo iénico con carga negativa, por ejemplo alquilbencenosulfonato), catiénicos (grupo
idnico con carga positiva, por ejemplo sales de amonio cuaternario), zwitteridonicos (grupos
idnicos con cargas positivas y negativas, por ejemplo aminoacidos de cadena larga), y no
idnicos (grupo polar sin carga ioénica, por ejemplo alquilfenoles polioxietilenados) (Murguia
MC y Grau RJ, 2001).
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Una clasificacion complementaria esta surgiendo a la luz del desarrollo de nuevos

surfactantes que poseen mas de un grupo polar y mas de una cola hidrofébica.

Dependiendo de la cantidad de colas hidrofébicas y de su disposiciéon geométrica, cuatro

grupos de surfactantes estan siendo reconocidos (Figura 2.1 a-d):

Surfactantes Convencionales: presentan la clasica estructura compuesta por una

cola hidrofébica y un grupo idnico o polar.

Bolaform: presentan dos grupos hidrofilicos ubicados en los extremos de la
molécula y unidos por una cadena hidrofébica. Poseen excelentes propiedades
activas de superficie asi como también una notable actividad biolégica. Pueden ser
utilizados como agentes encapsulantes, tienen la habilidad de intercalarse en la
membrana lipidica, dependiendo de su estructura, como un agente estabilizador o
disruptor de la misma (Dubowchik GM y Firestone RA, 1996; Heeres EHJ y col,
2004).

Surfactantes gemini: presentan, en secuencia, una cola hidrofébica, un grupo

idnico o polar, una molécula espaciadora, un segundo grupo iénico o polar y otra
cola hidrofobica. Su estructura dimérica tiene la particularidad de poseer una
ordenada simetria geométrica manifestada en la posicion que adopta el par de
colas hidrofébicas y grupos hidrofilicos, que estan interconectados por un
espaciador que puede ser largo o corto, rigido o flexible. Fueron denominados

gemini en 1991 por Menger y colaboradores (Menger FM y Littau CA, 1993).

Surfactantes Multiarmados Polivalentes: presentan una estructura compuesta por

multiples colas hidrofébicas y varios grupos hidrofilicos, que estan interconectados
por un espaciador multiple, rigido o flexible, y no son tan simétricos como los

gemini.
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Figura 2.1. Representacion esquematica de los diversos grupos de surfactantes: a) Surfactante

convencional; b) Bolaform; c) Surfactante gemini; d) Surfactante multiarmado polivalente.

Actualmente, los surfactantes pertenecientes a los tres ultimos grupos estan
reemplazando a sus homodlogos convencionales debido a sus notables propiedades
activas de superficie, excelente biodegradabilidad, y favorables datos toxicoldgicos. Estos
atributos han impulsado una creciente investigacion en el campo del modelado molecular

y de la quimica organica aplicada.

Los métodos para la preparacion de esta clase de productos involucran sucesivas etapas
de sintesis, no menos de tres. Polioles, hidratos de carbono, alcoholes grasos, y
alquilglicésidos pueden ser usados entre otros compuestos organicos como materiales de
partida para construccién del grupo conector. Alcoholes o acidos grasos de variada

longitud de cadena (C, — C4g) son usualmente empleados como aportantes de las
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cadenas lipofilicas. Por ultimo, agentes capaces de generar grupos sulfonatos, sulfatos,
fosfatos, carboxilatos o sales de amonio cuaternarias son utilizados para conferirles el

caracter idnico.

En consecuencia, de los cuatro grupos de surfactantes mencionados y debido a sus
destacables propiedades, es de nuestra eleccion trabajar con los denominados gemini. La
naturaleza estructural que presentan estos compuestos y sus singulares propiedades de
disolucion les permiten, entre otras cosas, formar distintos tipos de interacciones, les
confiere una alta actividad superficial, una mayor capacidad de interacciones hidrofobicas
intra e intermoleculares y ademas formar agrupaciones tridimensionales como micelas,
vesiculas o bicapas (Zhu Y y col, 1990 y Diamant H, 2003). En adicion, estos compuestos
oligoméricos cuentan con capacidades biocidas (Nouguier R y col, 2005), pueden generar
disrupcion sobre la membrana de microorganismos procariotas y eucariotas y provocar
inhibicién de enzimas esenciales para su desarrollo (Massi L y col, 2003 y Neetu Tewari
VK'y col, 2004).

Debido a todos estos antecedentes y a la creciente demanda de este tipo de compuestos
a nivel mundial es nuestra intencién generar una libreria de antifungicos de la familia
gemini y estudiar sus propiedades tanto desde el punto de vista fisicoquimico como
biolégico con el objetivo de aportar al sector productivo (en este caso en particular a la
Industria del Cuero) nuevas opciones o alternativas que les permitan desarrollar sus

productos de manera mas econdmica, ecoldgica y eficiente.

2.2 ESTRATEGIAS DE SINTESIS

2.2.1 Grupo Funcional Amino-acetilo

Segun la bibliografia consultada, existen diferentes métodos para llevar a cabo
acetilaciones. Entre estos, estd el uso de cloruro de acetilo o acido acético glacial.
También pueden realizarse mediante la reaccion de una amina, como por ejemplo
dietanolamina, con metil o etil carboxilatos en metanol y en presencia de una cantidad
catalitica de metéxido de sodio (Zhu Y y col, 1991). Otra manera de llevar a cabo la
acetilacion es a través de la reaccidon de la amina con anhidrido acético (Vogel Al, 1989).
Este procedimiento con anhidrido acético es el método preferido para la sintesis en el
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laboratorio debido a que es rapido, sencillo y de bajo costo. Ademas, nos permite obtener

un producto de gran pureza y de alto rendimiento

En este caso en particular, es nuestro interés acetilar a la dietanolamina empleando
anhidrido acético con el propdsito de generar una molécula espaciadora versatil, a partir

de la cual se generaran los surfactantes gemini con potencial actividad antifungica.

2.2.2 Intermediario “llave”: éter diglicidilico

Una dificultad que frecuentemente se presenta cuando se quiere llevar a cabo reacciones
de sustitucion nucleofilica es que los reactantes no se mezclen. Tipicamente, uno 0 mas
de los reactantes son liquidos organicos o sdlidos disueltos en solventes no polares y los

co-reactantes son sales o hidroxidos metalicos alcalinos en solucion acuosa.

Existen varias maneras de sobrellevar dicha dificultad, una de ellas es empleando
Catalisis por Transferencia de Fases (CTF). La CTF es una técnica por la cual se llevan a
cabo o se aceleran reacciones entre dos solutos localizados en fases diferentes. En este
método un catalizador es utilizado con el fin de llevar al nucledfilo (presente en la fase
acuosa) a la fase organica. Sin la presencia de este catalizador, tales reacciones son
lentas o directamente no ocurren. Los catalizadores de transferencia de fases se usan
cuando el sustrato es insoluble en una de las fases y soluble en la otra, mientras que el

nucledfilo es soluble en la fase en la que el sustrato no lo es y viceversa (March J, 1992).

Los catalizadores mas usados son las sales de amonio cuaternario (R4N¥), sales de
fosfonio (R4;P"), éteres corona, entre otros. Las sales de amonio cuaternario presentan
ciertas ventajas que aconsejan su uso como catalizadores de transferencia de fases. Una
sal de amonio cuaternario es un compuesto en el que se han reemplazado los hidrogenos
del i6n amonio por grupos alquilo R (metilo o, mejor aun, grupos n-butilo) (Figura 2.2).

Para simplificar denominaremos a este catién cuaternario Q.
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H R

HN- HY X R-I}I-RJr X
H R
Sal de Amonio Sal de Amonio Cuaternario

Figura 2.2. Estructuras de una sal de amonio y de una sal de amonio cuaternario

La CTF da lugar a extensas aplicaciones tales como, procesos de alquilaciones
extractivas, reacciones catalizadas en sistemas bifasicos, activacion de aniones,

extraccion preparativa de pares de iones, etc.

Este es un ejemplo de lo que Charles M. Starks (Starks CM, 1971), uno de los pioneros
en este campo, ha denominado Catalisis por Transferencia de Fases. Starks, ha resumido

el ciclo catalitico como se muestra en la Figura 2.3.

Todo depende del hecho de que los grupos alquilo del i6n cuaternario Q" lo hacen lipofilo
y, por tanto, capaz de ser transferido a la fase organica (equilibrio 2, Figura 2.3). Sin
embargo, no puede hacerlo solo, para equiparar su carga positiva debe llevar consigo un
anion. Este sera ocasionalmente su contraion original, por ejemplo, bisulfato; este anion

débilmente basico carece virtualmente de poder nucleofilico, de modo que es inerte.

4
QZ + RX ——— > R-Z + Q'X
Sustrato Producto Fase Organica
1 2
_______________________________________________ Interfase
Fase Acuosa
Q*Z + Na'X Na*Z" + Q"X
3

Figura 2.3. Catalisis por transferencia de fases. El ion de amonio cuaternario (Q") es tanto hidrofilo
como lipéfilo, se mueve entre la fase acuosa y la organica transportando un anién: el nucledfilo (Z7)
o el grupo saliente (X"). En la fase organica el nucledfilo no esta virtualmente solvatado y reacciona

rapidamente con el sustrato (R-X).
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La mayoria de los aniones en la fase acuosa son Z (cualquier nucledfilo que se esté
empleando), de modo que son los que tienen mayor probabilidad de ser conducidos a la
fase organica (equilibrio 1, Figura 2.3). En un medio poco afin, como un disolvente no
polar, la concentraciéon de los iones Z puede ser muy baja, pero son muy reactivos y no
estan solvatados. La sustitucion es rapida, formandose R-Z y liberandose un ién
halogenuro. Este Ultimo es conducido a la fase acuosa por el i6n cuaternario Q" en su

migracioén de regreso (equilibrio 2, Figura 2.3).

Y asi, la reaccién continda. El ién, es transferido sucesivamente entre las dos fases
transportando aniones: a veces, el contraion original, otras, uno de los iones halogenuros
desplazados, y otras, el nucledfilo Z'. Cuando esto ultimo sucede, puede haber reaccion.

La catalisis se debe asi a la transferencia del nucledfilo de una fase a otra.

En algunos casos, los iones Q" poseen una baja solubilidad en agua. En consecuencia, se
cree que el intercambio de iones (equilibrio 3, Figura 2.3) tiene lugar a través de la

interfase.

Hay otro factor adicional involucrado en el proceso. Como se ha mencionado, en la
mayoria de los disolventes, las sales existen en cierta medida como pares iénicos. Un ién
y su contraion se atraen por tener cargas opuestas. Cuanto menos polar es un disolvente
(esto es, cuanto mas débil la solvatacion), mas fuerte es el apareamiento de iones.
También, esta atraccidn electrostatica tiende a estabilizar al anién, y esto lo desactiva
como nucledfilo y como base. Asi, se podria pensar que al pasar a un disolvente no polar,

se esta intercambiando un tipo de desactivacion por otro.

Sin embargo, otra ventaja del ién cuaternario Q" como catalizador de transferencia de
fases es que los grupos alquilo que lo hacen lipdfilo son voluminosos y protegen la carga
positiva del nitrégeno, aislandola del anién. El aniéon es menos atraido hacia esta carga
sumergida en el i6n cuaternario que hacia una carga concentrada sobre un catidon
metalico. Este par idnico es muy débil, y el anién es comparativamente libre y muy

reactivo.

La habilidad de la CTF esta entonces basada en el hecho de que minimiza las dos
principales fuerzas desactivadoras que actuan sobre un anién: la solvatacion y el
apareamiento de iones. Existen muchas variantes del método. No es necesaria una fase

acuosa liquida, puede ser solida. Tampoco se necesita la presencia de un disolvente
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organico, el propio sustrato puede actuar de disolvente, si se trata de un liquido. El agente
de transferencia de fase no tiene que ser necesariamente idnico, sino que puede ser una

molécula neutra, como los éteres corona.

La CTF, proceso realizado en medio heterogéneo, fue reportada como un sustituto
conveniente de la clasica reaccion de Williamson (Freedman HH, 1975). En comparacion
a los sistemas homogéneos, la CTF tiene las siguientes ventajas: (a) no se necesitan
solventes aproticos caros como el dimetilsulfoxido (DMSO) o la dimetilformamida (DMF),
(b) el workup es mas simple, (c) las condiciones de reaccién implican tiempos mas cortos
y temperaturas mas bajas y, (d) se emplean hidroxidos alcalinos acuosos a instancias de

otros tipos de bases mas caras y complejas.

En sus diversas formas, la CTF ha iniciado una revolucion en la técnica para llevar a cabo
reacciones organicas, tanto en el laboratorio como en la industria: no soélo en las
reacciones de sustitucidn nucleofilica, sino en reacciones de todo tipo como eliminacion,

adicioén, oxidacion, reduccion, etc.

Debido a lo comentado anteriormente, la CTF ha sido empleada como una via atractiva y

economica para la preparacion selectiva de nuestro intermediario “llave”.

2.2.3 Moléculas gemini

En las ultimas décadas, la preparacion de nuevas moléculas anfipaticas, con dos o0 mas
cadenas hidrofobicas y dos o mas grupos hidrofilicos con excelentes propiedades activas
de superficie han sido comunicadas (Menger FM, 2001). El intenso interés que ha
generado el descubrimiento de estos nuevos compuestos radica en que, en comparacion
con los tensoactivos tipicos, la presencia de dos 0 mas cabezas polares y de dos o mas
colas hidrofébicas confiere a estas moléculas una alta actividad superficial y una mayor
interaccién hidrofébica intra e intermolecular. Por ende, en la industria y el hogar, estos

productos tienen un amplio rango de aplicacion.

Procedimientos tipicos para la preparacién de moléculas anfipaticas partiendo de glicerol,
de éteres diglicidilglicélicos, de etilenglicoles y de azucares han sido descriptos en la
bibliografia. En general, estos procedimientos involucran no menos de tres etapas de

sintesis cuyos rendimientos individuales no superan el 95% (Zhu Y y col, 1992).
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En consecuencia y sobre la base de los diversos esquemas sintéticos mencionados en la
literatura, nos propusimos desarrollar una nueva familia de compuestos diméricos del tipo
gemini a partir del intermediario “llave” o éter diglicidilico, derivado de la N-

acetildietanolamina.

La metodologia aplicada incluye estudios basicos de disefio y sintesis dirigida para la
obtencion de dichas moléculas con potencial actividad antifungica (Murguia MC, Grau RJ,
2001; Murguia MC, Cabrera MI, 2002). Las técnicas experimentales, que seran descriptas
mas adelante, involucran: la obtencion de la N-acetildietanolamina a partir de anhidrido
acético y dietanolamina, la sintesis de intermediarios altamente reactivos (éteres
diglicidilicos) y la aminoalquilacién de estos ultimos con aminas grasas primarias y
terciarias (N,N-dimetiladas) de diferente longitud y naturaleza mediante un mecanismo de

sustitucién nucleofilica bimolecular.

2.3 MATERIALES Y METODOS

Los espectros RMN 'H, "*C y '°F fueron realizados en un espectrometro Bruker FT-300,
usando CDCI3; 6 D,O (segun la solubilidad del compuesto) como disolvente. Todos los
espectros estan informados en partes por millén (8), relativos al tetrametilsilano. Los
espectros IR se realizaron en espectrometro Shimadzu 8201 PC. En los analisis de
cromatografia se emplearon los siguientes equipos: cromatdgrafo gaseoso Shimadzu
modelo GC-17AATF; cromatdgrafo de gases-espectrometro de masa Shimadzu modelo
GCMS-QP 5000.

La cromatografia en columna fue realizada sobre silica gel (70-230 mesh ASTM).

Se emplearon reactivos y solventes de grado analitico. Las purificaciones de los
compuestos se realizaron de acuerdo a los métodos descriptos en la literatura (Perrin DD
y col, 1980).

Los reactivos monoetanolamina (Sigma-Aldrich), dietanolamina (Sigma-Aldrich), y (£)-

epiclorhidrina (Fluka) 98% fueron adquiridos comercialmente.

Tanto el bisulfato como el bromuro de tetrabutilamonio de alta pureza (Strem) empleados

como catalizadores fueron secados bajo vacio a 100 °C (Perrin DD y col, 1980).
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Para la sintesis de los surfactantes no iénicos y catidnicos se utilizaron aminas primarias y
terciarias respectivamente. Las aminas primarias octilamina (Aldrich) 98%, dodecilamina
(Aldrich) 98% vy octadecilamina (Aldrich) 98% fueron adquiridas comercialmente. En
cambio, las aminas terciarias fueron preparadas a partir de sus correspondientes aminas
primarias y halogenuros de alquilo y de perfluoralquilo (Kim T y col, 1996; Szlavik Z y col,
2001).

El clorhidrato de dimetilamina (Aldrich) 99%, el bromuro de trans, trans-farnesilo (Aldrich)

95% vy el heptadecafluoro-1-iodoctano (Aldrich) 98% fueron adquiridos comercialmente.

2.4 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Segun la bibliografia consultada, existen numerosas y variadas metodologias propuestas
para la sintesis de surfactantes gemini. En general, la obtencion de este tipo de
compuestos implica dos 0 mas reacciones en las cuales se ven involucrados reactivos de

diferente naturaleza y técnicas comunmente empleadas durante una sintesis quimica.

En nuestro caso, para la sintesis de las nuevas moléculas fue necesario llevar a cabo una
serie de reacciones que se muestran de manera resumida en la Figura 2.4. El primer
paso consistid en la obtencion de la N-acetildietanolamina (2) a partir de anhidrido acético
y dietanolamina (1). Luego, se sintetizd el intermediario “llave” o éter diglicidilico (3)
altamente reactivo. El siguiente paso consisti6 en la aminoalquilacion de dicho
intermediario con aminas grasas primarias y terciarias (N,N-dimetiladas) de diferente

longitud y naturaleza para obtener los compuestos de interés (4 a-h).

Cabe destacar que, cada uno de los intermediarios asi como también los productos
finales obtenidos en las distintas etapas de sintesis fueron purificados adecuadamente y

caracterizados mediante técnicas espectroscopicas.

Los procedimientos experimentales utilizados para la sintesis de los surfactantes gemini

se explicaran en detalle a continuacion.
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Figura 2.4. Ruta sintética de los compuestos gemini sintetizados. Reactivos y condiciones: (i) 1,
anhidrido acético, 130 °C — 90 minutos; (ii) 2, ()- epiclorhidrina, NaOH ac., bisulfato de
tetrabutilamonio (TBAB), 30°C — 5 hs; (iii) 3, aminas primarias, bromuro de tetrabutilamonio
(TBABF), etanol, 30°C — 18 hs; (iv) 3, N,N-dimetilaminas, TBABr, etanol, 30°C — 18 hs.

2.4.1 Sintesis de aminas grasas terciarias de longitud de cadena variable

La reaccidon de Leuckart es un procedimiento tipico y de gran utilidad para la metilacion
(alquilacién reductiva) de aminas primarias o secundarias empleando diferentes aldehidos
y cetonas. Cuando, en particular, aminas primarias y terciarias son metiladas
reductivamente con formaldehido y acido férmico, el método es llamado procedimiento o

reaccion de Eschweiler-Clarke (March J, 1992).

En contraste con las mezclas frecuentemente obtenidas a través de la metilacién de
aminas primarias con ioduro de metilo, la alquilacién reductiva con formaldehido y acido
férmico nos permite obtener buenos rendimientos de aminas terciarias N,N-dimetiladas
(Pine SH y Sanchez BL, 1971).

En la Figura 2.5 puede apreciarse, a modo de ejemplo, la ruta sintética empleada para la

sintesis de la N,N-dimetildodecilamina.
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HoN(CHy)11CH3 + HyC=0 === CHj(CH,){{NHCH,0H === CH3(CH3)11N=CH; + H,0
a b

b + HCO,H — CHj3(CH;)11NHCH3; + CO,
c

CHs CHs

+

|
c + HZC:O —_— CH3(CH2)11NCH20H e CH3(CH2)11N=CH2 + HZO
+
d

d + HCOzH — CH3(CH2)11N(CH3)2 + COz + Hzo
e

Figura 2.5. Alquilacion reductiva mediante el procedimiento de Eschweiler-Clarke de la

dodecilamina (a) con formaldehido y acido férmico para dar la N,N-dimetildodecilamina (e).

Por lo tanto, esta metodologia ha sido aplicada con éxito para sintesis de la N,N-
dimetiloctilamina, N,N-dimetildodecilamina y N,N-dimetiloctadecilamina a partir de sus

correspondientes aminas primarias.

A continuacion se describe el procedimiento experimental empleado para la sintesis de

las aminas terciarias antes mencionadas.

Diferentes mezclas de octilamina (34.83 g, 0.27 mol), dodecilamina (49.95 g, 0.27 mol),
octadecilamina (40.35 g, 0.15 mol) y metanol (120 ml) fueron colocadas en reactores de
vidrio provistos de un sistema de condensacion de reflujo, enfriados en bafio de hielo y
bajo agitacion constante. Luego, fueron agregados lentamente acido formico (87.4 g, 1.9
mmol) y formaldehido (108 g, 3.6 mmol). Posteriormente, las mezclas de reactivos fueron
calentadas a la temperatura de reflujo del disolvente (65.5 °C) durante 12, 18 y 24 horas
para la octil, dodecil y octadecilamina respectivamente. Luego, los compuestos de bajo
punto de ebulliciéon fueron evaporados a 50 °C y las mezclas fueron llevadas a pH 9 con
la ayuda de una solucion de NaOH 25% p/v. Los crudos de reacciéon se calentaron a
reflujo durante 3, 5 y 7 horas mas para cada sintesis respectivamente. Terminada la

reaccion, los tres crudos fueron extraidos cada uno con cloroformo (3 x 60 ml), secados
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con sulfato de magnesio anhidro y filtrados. Finalmente, se evaporé el disolvente
utilizando un evaporador rotatorio y los crudos fueron purificados por destilacion

fraccionada a presion reducida (Ricci C y col, 2002).

Los productos sintetizados y purificados a través de esta metodologia se obtuvieron en
muy buenos rendimientos (90%). En la Figura 2.6 (a-c) puede observarse la estructura

quimica correspondiente a cada uno de ellos.

by N~~~

C) /N\/\/\/\/\/\/\/\/v

Figura 2.6. Aminas grasas terciarias de longitud de cadena variable empleadas para la sintesis de
surfactantes gemini: a) N,N-dimetiloctilamina, b) N,N-dimetildodecilamina, c¢) N,N-

dimetiloctadecilamina.

2.4.2 Sintesis de N,N-dimetilfarnesilamina y N,N-dimetil-perfluorooctil-

propilamina

Debido a que para la sintesis de N,N-dimetilfarnesilamina ( 6 N,N-dimetil-(E,E)-3,7,11-
trimetil-2,6,10-dodecatrienilamina) y N,N-dimetil-perfluorooctil-propilamina (6 N,N-
dimetil-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11)-heptadecafluoroundecilamina) (Figura 2.7
a-b) fue necesario emplear una solucion de dimetilamina en tetrahidrofurano (THF), la
preparacion de dicha solucién sera descripta en primer lugar seguidamente de la sintesis

correspondiente a cada amina dimetilada, insaturada y perfluorada.
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Figura 2.7. Aminas grasas terciarias de diferente naturaleza empleadas para la sintesis de

surfactantes gemini: a) N,N-dimetilfarnesilamina y b) N,N-dimetil-perfluorooctil-propilamina.

En un baldn de dos bocas conteniendo 10 g de KOH y equipado con un refrigerante se le
adiciond, gota a gota, a través de una columna de vidrio, una solucién acuosa de Me,NH
HCI (18 g; 0,22 mmol). La dimetilamina gaseosa generada en el transcurso de esta
reaccion se hizo pasar a través de una columna de secado rellena con KOH y fue
condensada y colectada en un recipiente con 20 g de THF a -80°C (acetona/aire liquido).
Finalmente, se le adicionaron 20g mas de THF frio obteniéndose de este modo una
solucion de dimetilamina al 20%. Una vez obtenida la solucidén en cuestion, se continud

con el siguiente paso: la sintesis de las aminas grasas insaturada y fluorada.

N,N-dimetilfarnesilamina: se colocé en un balén de reaccién el halogenuro de alquilo
((CH3),C=CH[CH,CH,C(CH3)=CH],CH,Br), (983.25mg, 3.45 mmol) y una solucién de
dimetilamina en THF al 20 % (3.78 g, 84 mmol). La mezcla de reaccién se mantuvo bajo

agitacion magnética durante toda la noche a temperatura ambiente. Luego, se agrego 70
ml de éter etilico y la mezcla fue extraida con una solucién saturada de carbonato de
sodio (3 x 15 ml). A continuacion, la fase acuosa se extrajo con éter etilico (3 x 20 ml). Las
fracciones organicas fueron combinadas, extraidas con agua destilada (2 x 15 ml), brine
(2 x 15 ml) y secadas con sulfato de magnesio anhidro. Finalmente, se evaporé el
solvente y se obtuvo el producto en forma de aceite de color anaranjado con un
rendimiento del 80%. La N,N-dimetilfarnesilamina fue utilizada en sintesis sin mayores

purificaciones (Kaplanek R y col 2007).

N,N-dimetil-perfluorooctil-propilamina: se colocé en un balédn de reaccion el

halogenuro de perfluoroalquilo (CF3(CF,)7(CH,)sl), (7.06 g, 12 mmol) y la solucion de
dimetilamina al 20% en THF (2.61 g, 58 mmol). La mezcla se agitd6 por 24 horas a
temperatura ambiente, el producto de reaccioén se traté con una solucion de NaOH 1M y

se extrajo con éter sulfurico (3 x 10 ml). La fase etérea se lavé con agua destilada y se
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seco con sulfato de magnesio anhidro. Finalmente el disolvente se evaporé bajo presion
reducida y se obtuvo el producto con un rendimiento del 60%. La N,N-dimetil-
perfluorooctil-propilamina fue utilizada en sintesis sin mayores purificaciones (Szlavik Z y
col, 2001).

2.4.3 Sintesis de la molécula espaciadora: N-acetildietanolamina

En un mini-reactor de vidrio de 100 ml, equipado con un refrigerante, se colocé
dietanolamina (9.6 ml, 0.1 mol). Utilizando un bafo de hielo (reaccién exotérmica) se
adiciond anhidrido acético gota a gota (23.6 ml, 0.25 mol). Luego, la mezcla se calento
gradualmente a reflujo y se mantuvo la reaccion a 130 °C durante una hora y media y bajo
agitacion magnética. Transcurrido este tiempo, se dejé enfriar la mezcla y se eliminé el
acido acético formado en el transcurso de la reaccion con la ayuda de un microdestilador
Kurgelrohr (destilacion a presion reducida). El rendimiento conseguido fue de un 91%

(porcentaje de recuperacion de producto puro) (Vogel Al, 1989).

Un esquema sencillo de la sintesis puede observarse en la Figura 2.8.

o)

H . OH
Ho >N ! )J\N/\/
\/\
OH
1 2

Figura 2.8. Sintesis de la molécula espaciadora, N-acetildietanolamina (2), a partir de

dietanolamina (1). Donde (i): anhidrido acético, 130 °C — 90 minutos.

2.4.4 Sintesis del intermediario “llave” a partir de la N-acetildietanolamina

empleando Catalisis por Transferencia de Fases

Los experimentos fueron llevados a cabo en un mini-reactor de vidrio de 100 ml equipado
con un eficiente agitador mecanico (100-1000 rpm). Por cuestiones practicas, la reaccion

fue realizada a una temperatura de 30 °C. Esto se debe a que la (t) Epiclorhidrina, uno de
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los reactivos utilizados ademas como medio liquido en la reaccién, polimeriza a
temperaturas superiores a los 40 °C. La velocidad de agitacion fue establecida y
controlada (700 rpm) de modo tal que la fase organica estuvo finamente dispersa en la

mezcla de reaccion.

Un procedimiento tipico consistio en lo siguiente. A una mezcla de hidréxido de sodio 99%
p/p (0.6 g, 24 mmol), agua (0.016 g, 1%) y N-acetildietanolamina (0.6 g, 4 mmol),
previamente agitadas durante 20 minutos para favorecer la formacién de la especie
nucleofilica, se le adiciond bisulfato de tetrabutilamonio (TBAB) (0.068 g, 0.2 mmol) como
catalizador de transferencia de fases. Luego, a esta mezcla se le agrego, gota agota, (+)
Epiclorhidrina (6.25 ml, 80 mmol) y se mantuvo la reaccidon a una temperatura de 30 °C
durante 5 horas, bajo agitacién mecanica. El periodo seleccionado fue suficientemente
prolongado para alcanzar una buena conversion del reactivo limitante y rendimientos de

productos constantes. En este caso la CTF es solido-liquida.

Un esquema sencillo de la sintesis puede observarse a continuacion en la Figura 2.9.

)
i /\/O\/<(l)

)J\N/\/ o . )J\N
\/\OH \/\O/\<|

O
2 3

Figura 2.9. Obtencioén del intermediario “llave” (3) a partir de la N-acetildietanolamina (2) usando
catalisis por transferencia de fases. Donde: (i) (1)- epiclorhidrina, NaOH ac., bisulfato de
tetrabutilamonio (TBAB), 30°C — 5hs. El TBAB es utilizado como catalizador de transferencia de

fases.

Luego de finalizada la reaccion se realizé una filtracion y lavado del crudo con 50 ml de
diclorometano (DCM). Luego, se llevo a cabo una Cromatografia en Capa Delgada (CCD
6 TLC) con el fin de visualizar, a priori, los productos presentes en el crudo de reaccion.
Para tal fin se usé una mezcla de dos disolventes organicos, Eter de Petréleo y Acetato
de Etilo (1:1). Se evaporaron los disolventes organicos con la ayuda de un evaporador

rotatorio y se hicieron extracciones con éter etilico (3x 20 ml). Se colecté la fase organica,
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se secO con sulfato de magnesio y se filtr6. A continuacién se evapordé nuevamente el
disolvente y se siguid con la purificacion del compuesto de interés utilizando como
metodologia una Cromatografia en Columna sobre silica gel con una mezcla de
disolventes Eter de Petrdleo y Acetato de Etilo (3:1) obteniéndose un 80% de producto
aislado (liquido oleoso amarillo palido) (Nouguier R, 1988; Zhu Y y col, 1991; Murguia MC
y col 2002).

2.4.5 Sintesis de las moléculas gemini derivadas de aminas primarias y

terciarias

El procedimiento experimental que se explicara a continuacion es valido para el conjunto
de compuestos que nos hemos planteado sintetizar y esta representado en la Figura
2.10.

OH
O 0 O 0 NHR
)j\N/\/ A i )j\N/\/ \)\/
\/\ \/\ /\(\NHR
OH

3 (0]

i 4a, R = CgH17
4b, R = Cy5Hps
4C, R= C18H35

o OH N
)J\ /\/O N*R
N\/\ 2Cr
O/\/jN\R
OH
4d, R= CgH17
4e, R = CqpHys
4f, R =CygHzs
49, R = Cy5Hys

4h, R = C41HgF47

Figura 2.10. Ruta sintética de los compuestos gemini sintetizados. Reactivos y condiciones: (i) 3,
aminas primarias, bromuro de tetrabutilamonio (TBABr), etanol, 30°C — 18 hs; (ii) 3, N,N-
dimetilaminas, TBABTr, etanol, 30°C — 18 hs.
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Para la obtencién de los surfactantes se utilizd un balén de 50 ml equipado con un

refrigerante y agitaciéon magnética.

A una mezcla de etanol (12 ml), diglicidiléter (2) (0.397 g, 1.53 mmol) y bromuro de
tetrabutilamonio (TBABr) (0.049 g, 0.153 mmol) se adicioné la amina correspondiente:
(octilamina 0.494 g, dodecilamina 0.708 g, octadecilamina 1.022 g, N,N-dimetiloctilamina
0.601 g, N,N-dimetildodecilamina 0.815 g, N,N-dimetiloctadecilamina 1.129 g, N,N-
dimetilfarnesilamina 0.952 g, N,N-dimetil-perfluorooctil-propilamina 1.932 g; 3.825mmol).
La mezcla de reaccion se mantuvo a una temperatura de 30 °C durante 18 horas, bajo

agitacion magnética.

Finalizada la reaccion (desaparicion de (2) visualizada por cromatografia en capa delgada
(CCD), se evaporo el etanol con la ayuda de un evaporador rotatorio y a continuacion se
les aplicé vacio para garantizar la eliminacion total del disolvente. A continuacion, se
realizé la purificacion de los compuestos de interés utilizando cromatografia de adsorcion
en gel de silice. Para los compuestos gemini no iénicos la mezcla empleada como
eluyente fue diclorometano / etanol (1:1). Luego, la mezcla de disolventes fue evaporada
bajo presién reducida. Este procedimiento permitié obtener a los surfactantes no idnicos

(4 a-c) como compuestos puros aislados en un 40, 33 y 30 % respectivamente.

Para los gemini catidnicos se utilizé la siguiente mezcla de disolventes como eluyente:
Acetato de Etilo / Etanol / Agua Destilada / Hidréxido de Amonio 28-30 % (4:1:0.25:0.5).
Luego, la mezcla de disolventes fue evaporada bajo presion reducida y la adicion de una
solucién de acido clorhidrico aportd los correspondientes contraiones. Finalmente, los
surfactantes cationicos (4 d-h) fueron obtenidos como compuestos puros aislados en un
92, 61, 39, 30 y 45 % respectivamente (Kim T, Hirao T y col, 1996; Kim T, Kida T y col
1996; Ricci C y col, 2002; Neetu Tewari VK y col, 2004).

2.4.6 Sintesis de andlogos monoméricos

Como ya se ha mencionado anteriormente, los surfactantes que poseen mas de un grupo
polar y mas de una cola hidrofobica (como los gemini y los multiarmados o polivalentes)

estan reemplazando a sus homélogos convencionales (de estructura clasica compuesta
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por una cola hidrofébica y un grupo iénico o polar) debido a sus notables propiedades

activas de superficie, excelente biodegradabilidad, favorables datos toxicoldgicos, etc.

Como consecuencia de estos antecedentes y con el objetivo de comparar el desempefio o
comportamiento de los compuestos gemini frente al de sus analogos monoméricos, se
sintetizaron dos moléculas monoméricas no idnica y catiénica de longitud de cadena

hidrocarbonada intermedia o C1,, las cuales se visualizan mas adelante en la Figura 2.11.

La decisidon de sintetizar sélo los compuestos monoméricos (7a) y (7b) analogos de los
surfactantes no iénico (4b) y catidénico (4e) respectivamente radica en los resultados
microbiolégicos (screening) obtenidos para los compuestos gemini antes mencionados.

Dichos resultados seran descriptos y discutidos mas adelante (Capitulo 4).

Tanto la ruta de sintesis como los procedimientos experimentales empleados y
anteriormente descriptos para la obtencion del intermediario “llave” (3) y de las moléculas
gemini (4 a-h) fueron aplicados para generar los compuestos analogos (6) y (7 a-b) con

un rendimiento del 78, 86 y 80 % respectivamente (ver Figura 2.11).

Q Q o OH
)J\H/\/OH ' )J\N/\/Ovﬁlj e S NN T
5 " H
78., R = C12H25
iii
0 OH_
0 AONR e
H
7b, R= C12H25

Figura 2.11. Ruta sintética de los compuestos monoméricos analogos sintéticos de los
surfactantes no iénico y catidnico de longitud de cadena de carbono 12. Reactivos y condiciones:
(i) 5, (x)- epiclorhidrina, NaOH ac., bisulfato de tetrabutilamonio (TBAB), 30°C — 5hs; (ii) 6,
dodecilamina, bromuro de tetrabutilamonio (TBABr), etanol, 30°C - 18 hs; (iii) 6, N,N-
dimetildodecilamina, TBABr, etanol, 30°C — 18 hs.
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2.5 CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS
N,N-Bis-(2-hidroxi-etil)acetamida (2):
Datos fisicos del compuesto: aceite amarillo.

IR (KBr): v (cm™") = 3462.0, 2960.5, 1643.2, 1423.4, 1371.3, 1234.4, 1043.4, 607.5. 'H
NMR [200 MHz, (CDCL)]: 8= 1.98 (s, 3H), 3.27 (t, 4H J= 4.1), 3.65 (t, 4H J= 2.1), 5.2 (s,
2H). 3C NMR [50 MHz, (CDCl3)]: 5= 20.70, 44.46, 57.44, 59.72, 169.10. MS: m/z (% rel.
int.) = 147 (M*, 2), 129 (10), 116 (48), 104 (5), 87 (32), 74 (40), 56 (20), 43 (100).
(CeH13NO; - PM: 147.172).

N,N-Bis[2-(oxiran-2-il) metoxietilJacetamida (3):

Datos fisicos del compuesto: aceite amarillo claro.

IR (KBr): v (cm™) = 761.8, 804.3, 933.5, 1105.1, 1251.7, 1336.6, 1458.1, 1637.5, 2862.2,
2999.1. '"H NMR [200 MHz, (CDCls)]: & = 2.05 (s, 3H), 2.44-2.61 (m, 4H), 2.98-3.03 (m,
2H), 3.18-3.22 (dd, 2H J = 4.1, 3.9), 3.24-3.27 (m, 4H), 3.38-3.42 (dd, 2H J = 4.3, 2.7),
3.53-3.57 (t, 4H J = 6.5). ®*C NMR [50 MHz, (CDCl,)]: 8= 20.71, 41.64, 44.64, 44.67,
53.96, 67.07, 71.90, 169.10. MS: m/z (% rel. int.) = 260 (M+, 2), 230 (1), 202 (8), 172 (4),
144 (3), 130 (60), 112 (5), 86 (15), 70 (10), 55 (90), 43 (100). (C12H21NOs - PM: 259.299).

N,N-Bis[2-(3-octilamino-2-hidroxipropoxi)etillacetamida (4a):

Datos fisicos del compuesto: aceite amarillo palido.

IR (KBr): v (cm™) = 760.0, 930.2, 1120.0, 1460.3, 1620.0, 2850.1, 2930.4, 3450.1. "HNMR
[200 MHz, (CDCl3)]: 8= 0.90 (t, 6H J = 2.3), 1.22—-1.38 (m, 24H), 2.05 (s, 3H), 2.59-2.72
(m, 8H), 2.76-2.80 (t, 4H J = 12), 3.14-3.17 (m, 4H), 3.26 (t, 4H J = 6), 3.52 (t, 4H J = 5),
4.01-4.06 (m, 2H). *C NMR [50 MHz, (CDCls)]: 8= 14.20, 20.70, 23.10, 27.41, 29.30,
29.80, 30.35, 32.35, 41.64, 44.64, 48.84, 52.45, 66.80, 71.21, 72.90, 169.10. FAB-HRMS:
calculado para C,gHsgN3Os: 517.7963, encontrado: 517.7955.

N,N-Bis[2-(3-dodecilamino-2-hidroxipropoxi)etillacetamida (4b):

Datos fisicos del compuesto: producto blanco ceroso.

IR (KBr): v (cm™)= 760.4, 930.1, 1120.1, 1460.3, 1620.0, 2850.7, 2930.0, 3450.1. "H NMR
[200 MHz, (CDCl,)]: 8= 0.94 (t, 6H J = 2.7), 1.21-1.40 (m, 40H), 2.07 (s, 3H), 2.57-2.73
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(m, 8H), 2.78 (t, 4H J = 10), 3.14-3.18 (m, 4H), 3.25 (t, 4H J = 6), 3.54 (t, 4H J = 5), 3.98-
4.06 (m, 2H). *CNMR [50 MHz, (CDCls)]: 8 = 14.18, 20.70, 22.69, 27.18, 29.39, 29.62,
29.63, 29.65, 29.73, 29.76, 31.94, 41.64, 44.64, 48.84, 52.45, 66.80, 71.21, 72.90, 169.0.
FAB-HRMS: calculado para C3sH75N305: 630.0122, encontrado: 630.0118.

N,N-Bis[2-(3-octadecilamino—-2-hidroxipropoxi)etiljJacetamida (4c):

Datos fisicos del compuesto: producto blanco ceroso.

IR (KBr): v (cm™) = 760.3, 930.2, 1120.6, 1460.1, 1620.3, 2850.1, 2930.4, 3450.0. '"H NMR
[200 MHz, (CDCI3)]: 6 = 0.88 (t, 6H J = 3.1), 1.20-1.41 (m, 64H), 2.05 (s, 3H), 2.59- 2.72
(m, 8H), 2.80 (t, 4H J = 7.8), 3.13-3.17 (m, 4H), 3.24 (t, 4H J = 7.1), 3.43-3.46 (m, 4H),
3.52 (t, 4H J = 6.5), 4.01-4.06 (m, 2H). *C NMR [50 MHz, (CDCls)]: & = 14.01, 19.77,
20.70, 27.18, 29.29, 29.36, 29.38, 29.40, 29.62, 29.66, 29.68, 29.71, 29.76, 32.01, 41.64,
44.64, 48.84, 52.45, 66.80, 71.21, 72.90, 169.10. FAB-HRMS: calculado para C4sHggN30s:
798.3361, encontrado: 798.3359.

Dicloruro de N,N-Bis[2-(3-octildimetilammonio-2-hidroxipropoxi)etil]acetamida (4d):
Datos fisicos del compuesto: aceite amarillo palido.

IR (KBr): v (cm™) = 760.0, 930.2, 1120.1, 1460.4, 1620.0, 2850.1, 2930.3, 3450.0. '"H NMR
[200 MHz, (D,0)]: 6 = 0.81-0.93 (m, 10H), 1.25-1.45 (m, 16H), 1.94—-1.97 (m, 4H), 2.05 (s,
3H), 3.12-3.14 (m, 6H), 3.23-3.27 (m, 4H), 3.32 (s, 12H), 3.35-3.45 (m, 4H), 3.53-3.56
(m, 4H), 3.80-4.02 (m, 6H). *C NMR [50 MHz]: & = 14.07, 20.70, 22.68, 24.13, 26.31,
27.19, 28.46, 31.73, 41.64, 44.64, 59.43, 63.50, 64.84, 66.93, 70.11, 70.25, 169.10. FAB-
HRMS (M — Cl)+: calculado para C3,HgeCIN30s: 611.3727, encontrado: 611.3716.

Dicloruro de N,N-Bis[2-(3-dodecildimetilammonio-2-hidroxipropoxi)etillacetamida
(4e):

Datos fisicos del compuesto: producto blanco ceroso.

IR (KBr): v (cm™) = 760.1, 930.4, 1120.0, 1460.0, 1620.5, 2850.0, 2930.1, 3450.2. '"H NMR
[200 MHz, (D,0)]: 6= 0.84—0.91 (m, 10H), 1.22—1.40 (m, 32H), 1.94-2.01 (m, 4H), 2.06 (s,
3H), 3.12-3.16 (m, 6H), 3.25-3.27 (m, 4H), 3.32 (s, 12H), 3.36-3.45 (m, 4H), 3.53-3.57
(m, 4H), 3.79-4.04 (m, 6H). *C NMR [50 MHz]: & = 14.05, 20.70, 22.62, 23.79, 26.08,
27.88, 29.37, 29.45, 29.61, 29.62, 31.68, 41.64, 44.64, 44.64, 59.43, 63.50, 64.84, 66.93,
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70.11, 70.25, 169.10. FAB-HRMS (M-Cl)+: calculado para C4oHgsCloN3Os: 723.5886,
encontrado: 723.5875.

Dicloruro de N,N-Bis[2-(3-octadecildimetilammonio-2-hidroxipropoxi)etillacetamida
(41):

Datos fisicos del compuesto: producto blanco ceroso.

IR (KBr): v (cm™) = 760.0, 930.1, 1120.0, 1460.0, 1620.2, 2850.1, 2930.0, 3450.0. '"H NMR
[200 MHz, (D20)]: 6= 0.83—0.90 (m, 10H), 1.21-1.40 (m, 56H), 1.94—1.98 (m, 4H), 2.05 (s,
3H), 3.12-3.16 (m, 6H), 3.25—- 3.27 (m, 4H), 3.32 (s, 12H), 3.38-3.45 (m, 4H), 3.53-3.56
(m, 4H), 3.79-4.04 (m, 6H). *C NMR [50 MHz]: 8= 13.10, 19.77, 20.70, 23.79, 26.08,
26.87, 27.88, 29.22, 29.29, 29.36, 29.38, 29.40, 29.62, 29.66, 29.68, 29.70, 32.01, 41.64,
44.64, 59.43, 63.50, 64.84, 66.93, 70.11, 70.25, 169.10. FAB-HRMS (M-Cl)+: calculado
para Cs,H109CIoN3O5: 891.9125, encontrado: 891.9113.

Dicloruro de N,N-Bis{2-[3-(E,E)-3,7,11-trimetil-2,6,10-dodecatrienildimetilammonio-2-
hidroxipropoxi]etil}acetamida (49):

Datos fisicos del compuesto: producto amarillo ceroso.

IR (KBr): v (cm™) = 1085.9, 2940.0, 3640.0. 'H-NMR [200 MHz, (CDCls)]: 6=1.63 (s, 18H),
1.69 (s, 6H), 1.96-2.02 (m, 16H), 2.05 (s, 3H) 3.14-3.54 (m, 12H), 3.32 (s, 12H), 3.87-4.06
(m, 10H), 5.04-5.10 (m, 6H). *C-NMR [50 MHz]: 6= 15.23, 17.56, 22.00, 23.22, 24.26,
25.56, 27.03, 34.22, 38.48, 39.95, 41.11, 53.58, 60.92, 62.77, 63.07, 66.95, 68.83, 71.20,
98.28, 124.17, 124.90, 129.89, 135.27, 144.63, 169.19. FAB-HRMS (M/2- CI)": calculado
para CyHgsCloN3Os: 397.827, encontrado: 398.2815; y (M/2-2Cl)": calculado para
CueHssCl2N305: 362.374, encontrado: 360.2669.

Dicloruro de N,N-Bis{2-[3-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11)-

heptadecafluoroundecildimetilammonio-2-hidroxipropoxi]etil}acetamida (4h):

Datos fisicos del compuesto: producto blanco ceroso.

IR (KBr): v (cm™) = 1085.9, 2940.0, 3640.0. "H-NMR [200 MHz, (CDCl,)]: 8= 2.05 (s, 3H),

2.22-2.34 (m, 8H), 3.23-3.54 (m, 16H), 3.34 (s, 12H), 3.84-4.04 (m, 6H). "*C-NMR [50

MHz, (CDCI3)]: 6=14.00, 22.80, 25.95, 28.93, 29.23, 29.55, 29.60, 29.90, 32.20, 42.24,

62.74, 64.09, 70.11, 71.14, 72.71, 73.77, 98.28, 110.36, 115.24, 126.65, 130.50, 169.10.

F-NMR [200 MHz, (CD3sOD/CFCls)]: 8= -82.0 (m, 6F, 2CF3), -115.1 (m, 4F, 2CF,), -123.1
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(m, 12F, 6CF,), -123.3 (m, 4F, 2CF5,), -124.0 (m, 4F, 2CF>), -124.9 (m, 4F, 2CF,), -127.5
(m, 4F, 2CF,). FAB-HRMS (M/2- Cl)": calculado para CagHsoF34CIoN3Os: 654.6115,
encontrado: 654.1095.

N-[2-(oxiran-2-il)metoxietil] acetamida (6):

Datos fisicos del compuesto: aceite amarillo claro.

IR (KBr): v (cm™) = 761.6, 804.0, 932.7, 1105.1, 1252.0, 1336.3, 1458.4, 1637.5, 2862.1,
2998.8. 'H NMR [200 MHz, (CDCls)]: & = 2.02 (s, 3H), 2.45-2.61 (m, 2H), 3.03 (m, 1H),
3.18-3.48 (m, 6H), 6.35 (s, 1H). *C NMR [50 MHz, (CDCls)]: § = 22.27, 35.44, 44 .47,
53.96, 71.90, 73.12, 174.04. MS: m/z (% rel. int.) = 159 (M+, 2), 144 (3), 130 (60), 112 (5),
86 (15), 70 (10), 55 (90), 43 (100). (C7H13NO;— PM: 159.185).

N-[2-(3-dodecilamino-2-hidroxipropoxi) etillacetamida (7a):

Datos fisicos del compuesto: producto ceroso amarillo claro.

IR (KBr): v (cm™) = 760.4, 930.1, 1120.1, 1460.3, 1620.0, 2850.7, 2930.0, 3450.1. "H NMR
[200 MHz, (CDCI3)]: 8= 0.88-0.92 (m, 3H), 1.20-1.41 (m, 20H), 1.91 (s, 3H), 2.57-2.79 (m,
4H), 3.14-3.46 (m, 6H), 4.03— 4.05 (m, 1H). *C NMR [50 MHz]: & = 14.10, 22.27, 27.18,
29.39, 29.76, 31.94, 35.44, 48.84, 52.45, 71.21, 72.90, 174.04. FAB-HRMS: calculado
para C4gH40N203: 344.5401, encontrado: 344.5399.

N-[2-(3-dodecildimetilamonio-2- hidroxipropoxi)etilJacetamida cloruro (7b):

Datos fisicos del compuesto: producto blanco ceroso.

IR (KBr): v (cm™) = 760.1, 930.4, 1120.0, 1460.0, 1620.5, 2850.0, 2930.1, 3450.2. "HNMR
[200 MHz, (D,0O)]: 6 = 0.84-0.88 (m, 3H), 1.24— 1.39 (m, 18H), 1.91 (s, 3H), 1.93-1.97 (m,
2H), 3.14-3.16 (m, 2H), 3.32 (s, 6H), 3.38-3.51 (m, 4H), 3.86-3.51 (m, 4H), 3.86—4.01 (m,
2H), 4.71-4.74 (m, 1H). *C NMR [50 MHz]: 5 = 14.04, 22.27, 23.79, 26.87, 29.37, 29.45,
29.61, 31.68, 35.44, 59.43, 63.50, 66.93, 70.11, 70.25, 70.89, 174.02. FAB-HRMS (M-
CI)+: calculado para C,1H45CIN,O3: 373.6018, encontrado: 373.6013.

53



2.6 RESULTADOS Y DISCUSION

La eleccion de la N-acetildietanolamina como grupo espaciador para la obtencion de los
surfactantes gemini no ha sido arbitraria. El empleo de este diol como grupo conector nos
ha permitido dirigir estratégicamente la sintesis de los compuestos diméricos de manera
exitosa. Ademas, esta molécula espaciadora posee cierta particularidad, la funcionalidad
amida. La naturaleza de dicho grupo funcional habria de contribuir con la actividad

bioldgica presente en las moléculas gemini sintetizadas (Massi L y col, 2008).

Por otra parte, la sintesis de la molécula espaciadora, N-acetildietanoamina (2), se llevé a
cabo en forma sencilla, con un tiempo de reaccién breve y con buenos resultados, se
recuperé el producto puro de interés en un 91%. En adicidn, los reactivos empleados
para su obtencion (la dietanolamina y el anhidrido acético) son compuestos baratos y
faciles de conseguir. Seguidamente, el producto obtenido fue utilizado en la preparacion

del éter diglicidilico o intermediario “llave”.

La sintesis de dicho intermediario o diglicidil éter (3), se realizé mediante la eterificacion
de la N-acetildietanolamina con (t)-Epiclorhidrina, bajo la presencia de TBAB como
catalizador de transferencia de fases. La misma fue llevada a cabo con la utilizacién
directa de pellets de hidroxido de sodio con el agregado de un 1% de agua, lo cual

condujo a un sistema solido-liquido de apariencia semi-pastosa.

El sistema de agitacion mecanico, empleado para la realizacion de la reaccion, es clave
para conseguir buenos resultados. El mismo es fundamental para que la fase organica

esté finamente dispersa en la mezcla de reaccion.

Todo el proceso transcurrié a 30 °C y por un tiempo de aproximadamente 5 horas. La
temperatura a la cual se llevé a cabo la reaccién es un punto importante, ya que por

encima de 40 °C puede ocurrir la polimerizacion de la (+)-Epiclorhidrina.

El porcentaje de catalizador (TBAB) adicionado con respecto al reactivo limitante, la N-
acetildietanolamina, fue del 5 mol %. En muchos casos, un incremento del mismo, ha

logrado un aumento en el rendimiento.

Cabe destacar que la eleccion del catalizador no ha sido arbitraria. Las sales de amonio
cuaternario, como el TBAB [(C4Ho):N"HSO,], son habitualmente utilizadas como

catalizadores de transferencia de fases debido a que son capaces de transferir
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eficientemente un reactivo desde la fase en la que este se encuentra disuelto hacia otra
fase en la cual se halla disuelto el segundo reactivo involucrado en la reaccion. Ademas,
poseen una elevada actividad, son compuestos estables, disponibles o de facil

preparacion y de bajo costo (Starks C, 1980).

Finalmente, las cantidades obtenidas de éter diglicidilico (80% de producto aislado) fueron
suficientes como para realizar la siguiente etapa: la sintesis de los compuestos anfipaticos

no iénicos (4 a-c) y catioénicos (4 d-h).

Durante esta etapa se procede con la aminoalquilacion del intermediario llave, la cual no
€s mas que una reaccion de sustitucién nucleofilica bimolecular (Sy2) (Morrison RT y col,
1987). La reaccion se llevé a cabo en presencia de la correspondiente amina primaria o
terciaria, TBABr (10 mol % con respecto al reactivo limitante o éter diglicidilico) y etanol, a

30°C durante 18 h obteniéndose la nueva familia de compuestos gemini.

Es importante destacar que el TBABr [(C4Hg)sN*Br] se incorpora en la mezcla de reaccion
como catalizador, ya que posee la capacidad de elevar la nucleofilicidad de las aminas.
Gracias a la asistencia del TBABr y al medio basico en el cual transcurre la reaccion, el
nitrégeno de la amina (primaria o terciaria) ataca de manera efectiva y rapida al carbono
menos sustituido de ambos epdxidos presentes en el intermediario “llave”. Ademas, las
aminas terciarias, en medio etandlico, son mas nucleofilicas que las correspondientes

aminas primarias (Kim T, Hirao T y col, 1996; Ricci C y col, 2002).

La funcién de la molécula catalizadora se muestra a modo de ejemplo para los gemini

cationicos en la Figura 2.12.
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Figura 2.12. Asistencia del Bromuro de Tetrabutilamonio [(C4Hs)sN"Br] en la aminoalquilacién del
intermediario “llave” o éter diglicidilico (3) con aminas grasas terciarias para dar los compuestos

gemini catiénicos (4 d-h).

En conclusion, una nueva familia de surfactantes tipo gemini fueron sintetizados de

manera exitosa a partir de la N-acetildietanolamina.

Ademas, se sintetizaron dos analogos monoméricos 7a y 7b de longitud de cadena
hidrocarbonada intermedia (C12). Como se dijo anteriormente, la decisién de sintetizar sélo
los compuestos monoméricos analogos de los surfactantes no iénico (4b) y catidnico (4e)
de longitud de cadena de carbono 12 radica en los resultados microbiolégicos (screening)
obtenidos para los compuestos gemini antes mencionados. Todos estos resultados seran

analizados en mas adelante en el Capitulo 4.

Es importante aclarar que, a pesar de observar buenos rendimientos en cada una de las
sintesis realizadas, el porcentaje exacto de conversion de reacciéon para cada una de ellas
no fue determinado. Los procesos sintéticos fueron monitoreados por cromatografia

gaseosa (CG) o cromatografia en capa delgada (CCD) y las reacciones fueron detenidas
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al observar el consumo total del reactivo limitante o al evidenciar una cantidad constante y
considerable de producto a través del tiempo (sin consumicién total del ya mencionado
reactivo limitante). Los rendimientos mencionados corresponden a porcentajes de
recuperacion del producto en su estado puro.
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CAPITULO 3

“ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES ACTIVAS DE
SUPERFICIE DE LOS COMPUESTOS GEMINI

SINTETIZADOS”
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3.1 TENSION SUPERFICIAL

Los tensoactivos son sustancias con propiedades fisicoquimicas fascinantes que pueden
ser utilizadas de diferentes maneras, ya sea como detergentes, inhibidores de la

corrosion, lubricantes, emulsificantes, antimicrobianos, etc. (Jungermann E, 1970).

Como se dijo en el capitulo anterior, las moléculas gemini estan compuestas por dos
surfactantes monomeéricos unidos por una cadena espaciadora. Estas constituyen una
nueva clase de moléculas anfipaticas de comportamiento particular y numerosas ventajas
(Diamant H y col, 2003).

Los compuestos gemini, al igual que otros tensoactivos, presentan una caracteristica dual,
ya que poseen una cabeza polar la cual es altamente soluble en agua y una cola
hidrofébica cuya tendencia es disminuir el contacto con el agua. La cabeza polar puede
ser de naturaleza catioénica (grupos amonio, piridinio), anionica (grupos sulfato, sulfonatos,
fosfatos y carboxilatos), no idnica (carbohidratos) o zwitteridnica (betaina). Las colas
consisten en una o mas cadenas alquilicas las cuales pueden ser ramificadas o no

ramificadas, saturadas o insaturadas, entre otras.

Durante la ultima década, el descubrimiento de este tipo de surfactantes diméricos con
propiedades activas de superficies mejoradas, en comparacion con las de los
tensoactivos monomeéricos, fue razén suficiente para motivar el estudio y disefio de

dichos compuestos por parte de los investigadores (Renouf P y col, 1999).

Una manera practica y sencilla de estudiar el comportamiento fisicoquimico de un

compuesto tensoactivo es a través de las medidas de tension superficial. Este parametro

se define como la cantidad de energia necesaria para disminuir la superficie de un liquido

por unidad de area. Suele representarse mediante la letra 7 y expresarse en mN/m.

Cuando un agente tensoactivo se disuelve en un medio acuoso el grupo hidrofébico
distorsiona la estructura del agua (por ruptura de enlaces puente hidrégeno y por
reestructuracién de las moléculas de agua en la vecindad del grupo hidrofébico). Como
resultado de esta distorsion, algunas de las moléculas del surfactante son expulsadas
hacia la interfase del sistema, con sus grupos hidrofébicos orientados a fin de reducir al
minimo el contacto con las moléculas de agua. Asi, la superficie del agua se cubre con
una sola capa de tensoactivo con sus grupos hidrofébicos predominantemente orientados
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hacia el aire. Este comportamiento se traduce en una disminucion de la tensién superficial
del agua y dependiendo de las caracteristicas estructurales de las cadenas hidrofébicas,
estas adoptaran un tipo especifico de conformacién sobre el area superficial. En la Figura

3.1 se muestra, por ejemplo, dicho comportamiento para un surfactante convencional.

Agua

Porcién
Poreisn \“ hidrgfilica
hidrefébica §.

Moncmerc

Figura 3.1. Comportamiento de un surfactante convencional disuelto en un medio acuoso.

Cuando la superficie de la disolucién se encuentra totalmente ocupada por el agente
superficial (a medida que aumenta la concentracion del tensoactivo), las moléculas en el
seno de la solucidn recurren a una segunda alternativa energética que consiste en la
agregacion espontanea o formaciéon de micelas en solucién (minimo de energia). Estos
agregados, distribuidos en el seno del liquido, mantienen un equilibrio con las moléculas
libres del tensoactivo en disolucion y en la superficie (Figura 3.2). Asi, la concentracion
del surfactante en la que las moléculas individuales se agregan para formar micelas

puede definirse como Concentracion Micelar Critica (CMC).
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Figura 3.2. Comportamiento de un agente tensoactivo disuelto en un medio acuoso a medida que

aumenta su concentracion. Formacién de micelas al saturarse la superficie del liquido.

Esta descripcion cualitativa surge de la ecuaciéon fundamental de la termodinamica de
superficies: la Ecuacion de Adsorcion de Gibbs en fases fluidas, referida al proceso de
adsorcion liquido-vapor y a la observacion del comportamiento de la tension superficial de
tensoactivos en disolucion, relativa a la variacion de la concentracion. Esta ecuacion

puede ser expresada como:
r=-(1/n 2.303 RT). (d7/dlog C),

donde I es la concentracion de superficie del tensoactivo (mol/m?), n es igual a 2 para
surfactantes iénicos, R es la constante de los gases (8,3144 J/K.mol), T la temperatura
absoluta (K), 7 la tension superficial (mN/m) y C la concentracién del surfactante (M). La
ecuacion de adsorcion de Gibbs indica que I depende de los cambios en las medidas de
tension superficial con respecto a la composicion de la disolucién, bajo condiciones

isotérmicas.

Por otro lado, conociendo el valor de " y asumiendo una monocapa de surfactante en la
interfase aire-agua, el area por molécula (A) en dicha interfase es otro parametro de gran

importancia que puede calcularse a partir de la siguiente expresion:
A= 1/NT,

donde N es el numero de Avogadro y T la temperatura (Eastoe J y col, 2000, Chlebicki J y

col, 2005 y Han y col, 2009).
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En consecuencia, las medidas de tensién superficial de un determinado compuesto a
diferentes concentraciones nos permiten estimar algunos parametros como ser CMC, I,
A, entre otros. Estos valores son de gran utilidad y nos acercan al comportamiento que

puede tener un compuesto en una disolucion o en la interfase de la misma.

A continuacion, en la Figura 3.3, se presenta, a modo de ejemplo, una monocapa de

surfactantes gemini en la interfase aire-agua.

AIR

INTERFACE

WATER

Figura 3.3. Monocapa de surfactantes gemini en la interfase aire-agua con sus grupos hidrofébicos

orientados hacia el aire.

En el capitulo 2, se detalld la sintesis o preparacion de una serie de nuevas e interesantes
moléculas tanto diméricas como monoméricas. En el transcurso de este capitulo se
presentaran los conceptos y metodologias empleados en la evaluacion de sus

propiedades fisicoquimicas.

3.2 MATERIALES Y METODOS

Con el proposito de estudiar las propiedades de superficie de los compuestos sintetizados

se realizaron medidas de tensién superficial utilizando, para cada compuesto ensayado,

una serie de soluciones acuosas a diferentes concentraciones. Estas medidas se llevaron
a cabo solo para los compuestos cationicos (4d-h y 7b), debido a que la solubilidad en

agua de los mismos excede ampliamente a la de los compuestos no iénicos (4a-c y 7a).
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Las medidas de tension superficial de las soluciones acuosas se determinaron por el
método de desprendimiento del anillo de Du Nouy y se midieron a 20°C y pH 7 utilizando

un tensiémetro semiautomatico Cole-Parmer Surface Tensiomat 21 (Figura 3.4).

03.11.2007

——

Figura 3.4. Tensiémetro Semiautomatico Cole-Parmer Surface Tensiomat 21.

El equipo fue calibrado usando como referencia compuestos puros y/o soluciones
estandares cuyas tensiones superficiales cubrieron el rango de 20-70 mN/m (a 20 °C y pH
7). La tension superficial fue medida tres veces para cada muestra con un intervalo de 40
minutos para cada lectura de manera de alcanzar un estado de equilibrio ya que se
observaba un incremento en los valores experimentales sobre las sucesivas medidas de

cada una de las soluciones.

Con la ayuda de estos datos se construyé la grafica de Tensidén Superficial (MN/m) vs.
Log Concentracion (Log M) y a partir de la misma se determinaron los valores de
Concentracion Micelar Critica (CMC) para cada compuesto (estimados a partir del punto
de quiebre de la curva), asi como también, los valores para otros parametros
fisicoquimicos que seran presentados y analizados a continuacion (Murguia MC, Vaillard
VA'y col, 2008).
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Realizando medidas de tensién superficial y por medio de la construcciéon de las graficas
correspondientes para cada compuesto [Tension Superficial (mN/m) vs. Log
Concentracion (Log M)] fue posible estudiar el comportamiento fisicoquimico de las
moléculas catidnicas sintetizadas 4d-h y 7b. Los compuestos catidnicos fueron
ensayados debido su buena solubilidad en agua. Las propiedades tensoactivas y de
agregacion de los compuestos no idnicos 4a-c y 7a no pudieron ser determinadas debido
a su baja solubilidad en agua y a que fueron incapaces de mantener una emulsion

estable.

En la Figura 3.5 a-b podemos observar los valores de tensién superficial obtenidos para

las soluciones acuosas de los compuestos gemini en funcién de la concentracion.

De modo general, podemos afirmar que a bajas concentraciones de surfactante la tensién
superficial decrece bruscamente con el incremento de la concentracion hasta alcanzar lo
que se denomina “punto de quiebre” de la grafica. La concentracion de surfactante
lograda en este punto es asumida como la concentracion micelar critica (CMC) de cada
molécula de ensayada. Luego, se observa una pequefa disminucion en la tensién
superficial aun cuando la concentracion del surfactante excede la CMC. Esta disminucion
ha sido observada por diferentes autores para otros compuestos gemini, aunque la razén

exacta por la cual ocurre aun no ha sido presentada (Sakai K y col, 2008).

Analizando los resultados obtenidos para los compuestos de diferentes longitudes de
cadena hidrocarbonada (Figura 3.5 a), podemos afirmar que dichos compuestos poseen
una buena actividad detergente y que a mayor numero de atomos de carbono (porcién

hidrofébica de la molécula), se obtienen valores menores de CMC.

Por otro lado, para los compuestos con regiones hidrofdbicas de diferente naturaleza
saturada, insaturada y perfluorada (Figura 3.5 b) podemos decir que, un cambio en la
naturaleza de la porciébn no polar de la molécula de surfactante (manteniendo
aproximadamente constante la longitud de la misma) puede modificar significativamente
los valores de CMC. En este caso en particular, observamos una disminucion en el valor

de CMC para 4e con respecto a 4g, asi como también para 4h con respecto a 4e y 4g.
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Es importante aclarar que tanto los valores de CMC para cada compuesto como otros

parametros fisicoquimicos calculados se presentaran mas adelante en la Tabla 3.1.

= 4d
70+
“ - de
E a Af
&= B0 -+
E
= 4
£ E04
3 -
() @ i
5
y AT A 4 g
L I £ ot
—.
30+
B0 B0 AU @5 26 " HD
Log Concentracidn (log M}
70 4 ° @ de
B 4g
s L ]
. A- 4h
T 60
2 .
E ;
— 504
T b,
= A
(b) 0 40+ oY
? = el . .
_C e o= -
S 30- n
=
P .
20 aa_,
'y
1 I T T
5 4 3 2 1

Log Concentracién (Log M)

Figura 3.5. Tension Superficial vs. Logaritmo de la Concentracion Molar de los compuestos
catidnicos a 20 °C y pH 7: (a) Curvas para los compuestos de diferentes longitudes de cadena
hidrocarbonada Cg, C12 ¥ Cys, (4d-f). (b) Curvas para los compuestos 4e, 4g y 4h con regiones

hidrofébicas de diferente naturaleza: saturada, insaturada y perfluorada respectivamente.
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Como se menciond anteriormente, el comportamiento fisicoquimico del compuesto
monomeérico catiénico 7b también fue evaluado. En este caso, el objetivo fue comparar su
desempefio o comportamiento frente al gemini correspondiente (analogo de Ciy, 4€e). La
curva de Tension Superficial vs. Log Concentracién para los compuestos antes
mencionados, dimérico y monomeérico, de igual longitud de cadena puede apreciarse en la

Figura 3.6.
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Figura 3.6. Tensién Superficial vs. Logaritmo de la Concentracion Molar de los compuestos

cationicos dimérico (4e) y monomérico (7b) a20°Cy pH 7.

A partir de esta grafica, podemos afirmar claramente que las propiedades activas de
superficie del compuesto gemini (4e) son mucho mas alentadoras que para el compuesto
(7b). Estos resultados, coincidentes con lo expresado por ofros autores, confirman la
superioridad de los compuestos diméricos frente a los monoméricos. Ademas, se observo
que los valores de tension superficial medidos por encima de la CMC para el compuesto
monomeérico son practicamente constantes, a diferencia de lo que ocurre en esa regiéon

para la molécula dimérica (Sakai Ky col, 2008).

Finalmente, la concentraciéon micelar critica (CMC), la capacidad de disminuir la tensiéon
superficial por encima de la CMC (ycuc), la eficiencia de adsorcion en la interfase aire-

69



agua (Cy: concentracion de surfactante necesaria para reducir en 20 mN m™ la tension
superficial del agua a 20 °C y pCy: que se define como el — log Cy), la relacién (CMC/Cy)
que mide la tendencia de los tensoactivos a adsorberse a la interfase con respecto a la
tendencia a formar micelas, la cantidad de surfactante adsorbido en la interfase que
manifiesta el efecto cooperativo entre las moléculas 7"y el area interfacial ocupada por
una molécula de surfactante A de cada uno de los tensoactivos ensayados se muestran a

continuacion en la Tabla 3.1.

Como se explicé anteriormente, el exceso de superficie en la interfase aire-agua o I para
cada compuesto, fue calculado aplicando la ecuacion de adsorcion de Gibbs (isoterma de
Gibbs). El area por molécula en la interfase aire-agua o A, se estimdé a partir del

correspondiente valor de I".

Tabla 3.1. Actividad de superficie y datos de agregacién de los compuestos catidnicos (4 d-h y 7b)?.

Compuesto CMC Cx Yeme pCao CMCICyx x10° A x10%
(mM) (mM)  (mN/m) (mol/m?) (m?)
4d® 34.787 5475 31.84 2.26 6.35 2.10 78.88
4e° 2.455 0.410 34.58 3.39 5.99 1.85 90.14
4f° 0.219 0.049 39.24 4.31 4.47 1.58 105.18
4gID 2.925 0.089 31.84 4.04 32.86 1.12 148.24
4h° 0.621 0.024 19.22 4.61 25.87 2.01 82.60
7b° 4.974 0.854 33.94 3.06 5.82 1.95 84.94

@ Condiciones experimentales: Temperatura 20 + 0,5 °C. Solucién acuosa a pH=7. La incertidumbre

experimental estimada sobre los valores de CMC + 0.03 mM y sobre los valores de ycuc £ 1 mN/m.
® Compuestos diméricos catiénicos (gemini)

¢ Compuesto monomérico cationico
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Los resultados presentados en la Tabla 3.1 se encuentran acorde al comportamiento de
surfactantes clasificados como de moderados a buenos. A partir de éstos podemos
afirmar que, para 4d-f, un aumento en la longitud de la cadena carbonada resulta en una
disminucion significativa en los valores de CMC y un incremento en la pCy. La
combinacién de estos resultados sugiere que la adsorcion de dichos compuestos en la
interfase aire-agua de la solucion ocurre mas eficientemente para los surfactantes de
cadena larga (de mayor caracter hidrofobico) que para los de cadena mas corta. Estos
resultados nos permiten pensar en la formacion de un film, una capa empaquetada o llena
en la interfase para los compuestos de cadena hidrocarbonada larga. Asimismo, se puede
observar claramente la superioridad del compuesto dimérico 4e con respecto a su

analogo monomeérico 7b.

Por otro lado, el cambio en la naturaleza de la porcién hidrofilica de la molécula también
modifica los parametros fisicoquimicos calculados proporcionando valores favorables de
CMC como de pCy para los compuestos que presentan insaturaciones (4g) y atomos de

fldor (4h) en la porcion hidrofébica de la molécula.

El exceso de superficie 7"y el area por molécula A mostraron variedad de valores para los
compuestos de la serie catidnica. Efectivamente, A en los surfactantes de dicha serie se
encontrd en un rango de entre 78.88 y 148.24 A%, mostrando un area por molécula mayor
con el incremento del largo de la cola carbonada para los compuestos 4d-f. Esto podria
atribuirse a la flexibilidad del grupo espaciador y a las fuerzas intermoleculares de Van der

Waals incrementadas con el largo de la cadena.

Por otro lado, se observd un incremento en el valor de la relacion CMC/C,y, para los
compuestos 49 y 4h donde la cola hidrocarbonada fue reemplazada por una cola
insaturada y fluorada respectivamente. Este incremento significa que la adsorcion de
estos surfactantes respecto de 4d-f es aun mas eficiente. Si observamos la grafica (Figura
3.5 a-b), podemos apreciar que las pendientes para 49 y 4h son muy diferentes a la de
sus homoélogos hidrocarbonatos 4d-f. Estas pendientes marcadamente diferentes,
muestran las distintas capacidades de adsorcion de cada surfactante a la interfase agua-

aire, antes que se agrupen y formen estados de agregacion.

En conclusién podemos decir que dados los valores de CMC, Cy, ycme, PCa0, CMCICy, I

y A, la serie de compuestos cationicos sintetizados presentd buenas propiedades activas
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de superficie y de agregacion. De la serie, se destacan principalmente los gemini 4f y 4h
que muestran valores de pCde 4.31 y 4.61 y valores de CMC de 2.19x10*My 6.21x10™

M respectivamente.
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CAPITULO 4

“ESTUDIO IN VITRO DE LAS PROPIEDADES
BIOLOGICAS DE LOS COMPUESTOS GEMINI

SINTETIZADOS”
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4.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Actualmente, se conocen diferentes maneras de efectuar el control del crecimiento
microbiano. En general, puede ejercerse dicho control limitando el crecimiento de los
microorganismos (proceso llamado inhibicién), o bien, provocando la pérdida de su

viabilidad (muerte o eliminacién).

En la practica, esto se consigue mediante la aplicacion de agentes fisicos o quimicos,

destacandose entre estos ultimos los compuestos antimicrobianos.

Un agente antimicrobiano es un compuesto de naturaleza quimica, de origen natural o

sintético, que inhibe el crecimiento o mata a los microorganismos, pudiendo hasta

provocar su lisis (Madigan MT y col, 2004).

Cuando se afiade un agente antimicrobiano a un cultivo de microorganismos en fase

exponencial de crecimiento pueden producirse tres efectos diferentes:

®,

« -statico: donde se inhibe el crecimiento pero las células no mueren. Cuando

disminuye la concentracion del agente en cuestion, el crecimiento se reanuda.

% -cida: en el cual las células mueren pero no hay lisis ni rotura de las mismas. Este

efecto no se elimina por dilucion del compuesto antimicrobiano.

% -litico: aqui se provoca la muerte celular por lisis, la rotura se detecta por un

descenso en el numero de células o de la turbidez después de afiadir el agente.

En algunas industrias, los agentes antimicrobianos se utilizan en forma rutinaria y
extensiva. Con frecuencia, los residuos téxicos que se producen cuando se liberan al
ambiente grandes cantidades de agentes antimicrobianos como mercurio, otros
compuestos de metales pesados o fenoles (como en las industrias papeleras, del cuero, o
de la madera) generan serios problemas ambientales.

Por lo tanto, un buen agente antimicrobiano es aquel que se dirige selectivamente hacia

los microorganismos, siendo lo mas seguro posible para el hospedero y para el medio
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ambiente. Estas caracteristicas son importantes a considerar cuando se trata de disefar

nuevos antimicrobianos o de evaluar la eficacia de este tipo de compuestos.

Otra caracteristica a tener en cuenta al momento de idear un compuesto quimico con
posible actividad biolégica es el conocimiento de las diferentes estructuras y composicion
quimica de los distintos tipos de microorganismos. En el caso de los hongos, si bien se
trata de células eucariotas, su membrana citoplasmatica, aunque estructuralmente es

similar a la de otras células contiene ergosterol, compuesto de naturaleza lipidica que se

transforma en un “blanco” potencial por encontrarse sélo en células fungicas (Figura 4.1).

Figura 4.1. Estructura de la molécula de ergosterol presente en la membrana fungica

En consecuencia, a la hora de disefiar un compuesto quimico con potencial actividad
antimicrobiana, el abanico de exigencias que se plantea actualmente es el siguiente:
eficacia y seguridad, estabilidad y espectro de accidén reguladas de acuerdo a la
aplicacion, toxicidad muy baja, preservacion del medio ambiente (ecotoxicidad muy baja),

y economia de uso.

A raiz de esto, es nuestro interés estudiar las propiedades biolégicas de las nuevas

moléculas de naturaleza anfipética sintetizadas: los gemini.

La seleccion y el disefio de las estructuras desarrolladas no son arbitrarios, provienen del
estudio de antifungicos del tipo de la Amfotericina B (ver Figura 1.10 a del capitulo 1).
Analizando su estructura quimica podemos observar la presencia de un anillo lacténico
con muchos dobles enlaces unido a residuos de azucar (Botana Ldpez L y col, 2002).
Este antimicoético poliénico y anfipatico, de gran efectividad pero de elevada toxicidad, es

no iénico y se fija al ergosterol de la membrana celular del hongo formando poros que
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originan la pérdida de iones, especialmente potasio, y otros componentes esenciales de la

célula. Esto produce la permeabilizacion de la membrana y la muerte celular (Milhaud J y
col, 2002).

Si bien las estructuras quimicas de las moléculas sintetizadas no estan intimamente

relacionada con la de la Amfotericina B, tienen una caracteristica en comun: ambas son

moléculas anfipaticas. Esta caracteristica es de vital importancia a la hora de intentar

conseguir dafio a nivel de membrana.

En consecuencia, podriamos plantear como hipétesis que las diferentes regiones

presentes en los gemini sintetizados les brindarian las siguientes capacidades:

R/
0.0

Todos los compuestos poseen una regién apolar conformada por dos cadenas
hidrofébicas con funcion lipofilica que los haria permeables a las membranas
celulares (Caillier L y col, 2009). Ademas, cuentan con la presencia del grupo
aminoacetilo, de consabida actividad biolégica (Massi L y col, 2008). Finalmente,
esta porcion no polar podria favorecer la union o fijacion de los gemini al ergosterol

de la membrana fungica.

Los compuestos catidnicos se caracterizan por una region polar con dos cargas
netas positivas derivadas de las sales de bis-amonio cuaternario. Esta
caracteristica les permitiria adsorberse sobre la superficie celular e interaccionar

con especies de cargas opuestas (Kobuke Y y col, 1992).

Los tres compuestos no iénicos utilizarian la funcionalidad B-hidroxi amino, capaz
de inhibir una serie de enzimas vitales para el metabolismo de algunos
microorganismos, siendo una de ellas, la glicosil transferasa (Neetu Tewari VK y
col, 2004).

Es importante dejar en claro que, para que una droga sea capaz de formar poros en la

membrana plasmatica de algun organismo es necesario que la misma posea en su

estructura una porcion hidrofébica en contacto con el ambiente lipidico de la membrana y
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una porcion hidrofilica que permita la formacién de un canal y el intercambio de iones con

el medio.

Por lo tanto, dejamos planteada la posibilidad de que los compuestos gemini se
internalicen en la membrana fungica, tal vez atraidos por las moléculas de ergosterol,
provocando un cambio letal en las propiedades de la misma (Milhaud J y col, 2002). Sin
embargo, dada la estructura quimica de estos compuestos, seria dificil pensar en la

generacion de canales o poros.

Actualmente, el mecanismo de accion de la Amfotericina B no esta completamente
dilucidado. Como se dijo anteriormente, se acepta su capacidad para formar poros en la

membrana celular causando cambios desfavorables en ella (Paquet MJ, 2002).

En la Figura 4.2, podremos apreciar el comportamiento hipotético sugerido anteriormente
para los compuestos gemini, en el cual dichas moléculas presentarian la habilidad de
internalizarse en la membrana plasmatica e interaccionar con los fosfolipidos y, en el

mejor de los casos, con el ergosterol presente en ella.

Fosfolipidos Fosfolipidos
H!HHE ! HE ! !HHEH HH! E Figura 4.2. Modelo simplificado de la
M &%&% bicapa fosfolipidica de los hongos (se
omite la presencia de proteinas y
Ergosterol .
carbohidratos):
a)
a) membrana plasmatica fungica con
ergosterol.
Gemini b) comportamiento hipotético sugerido
para un surfactante del tipo gemini.
Fosfolipidos Fosfolipidos

Asociacion letal de ergosterol-gemini-

Q WW fosfolipidos en la membrana fungica.

Ergosterol Gemini

b)
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Debido a lo dicho anteriormente, a continuacion, se presentara la metodologia empleada

en la determinacién de la actividad biolégica de los compuestos sintetizados.

4.1.1 Técnica de Dilucién en Caldo

Un aspecto importante a la hora de evaluar la actividad biolégica de un compuesto

quimico es el concepto de Concentracion Inhibitoria Minima (CIM).

La actividad antimicrobiana se mide determinando la menor concentracién del agente en
cuestion, capaz de inhibir el crecimiento visible de un microorganismo determinado. A

este valor se lo denomina CIM.

La CIM puede realizarse en medios liquidos (también en medios sdlidos). Para ello se
prepara una serie de diluciones decrecientes del antimicrobiano a probar, que se

enfrentaran con la cepa para la que se pretende determinar la CIM.

Este procedimiento simple y eficaz para medir la actividad antimicrobiana, se conoce

como técnica de dilucion en caldo y es la metodologia de eleccion para evaluar el

desempefio de las moléculas sintéticas obtenidas.

Es importante destacar que, el valor de CIM no es una constante para un determinado
agente ya que la misma se ve afectada por la naturaleza del organismo utilizado, el
tamano del inoculo, la composicion del medio de cultivo, el tiempo de incubacién y las
condiciones de incubacion tales como la temperatura, el pH y la aireacion. Cuando se
estandarizan rigurosamente todas estas condiciones, es posible comparar entre si
diferentes agentes antimicrobianos y determinar cual de ellos es el mas efectivo frente a
un determinado organismo o valorar la actividad de un agente frente a una variedad de

organismos.

Finalmente, este método no distingue entre un agente microbicida y un agente
microbiostatico, dado que el agente esta presente en el medio de cultivo durante todo el
periodo de incubacion (Madigan MT vy col, 2004).

4.2 MATERIALES Y METODOS

Para la determinacion de la concentracion inhibitoria minima de los compuestos catidonicos

y no iénicos sintetizados frente a diferentes cepas de hongos se emplearon:
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- Caldo Sabouraud Glucosado (CS) de Laboratorios Britania SA, adquirido

comercialmente (ver composicion en ANEXO).
- Agar Sabouraud (AS), preparado a partir de CS y Agar-Agar (Laboratorios Britania SA).
- Dimetilsulféoxido (DMSO) comercial (Sintorgan S.A. Argentina).

- Estandar de turbidez 0.5 de McFarland (sulfato de bario), preparado a partir de cloruro
de bario y acido sulfurico segun indicaciones de CLSI (Clinical Laroratory Standard

Institute) (ver preparacion en ANEXO).

- Microorganismos de referencia provenientes de la coleccion ATCC (American Type
Culture Collection). Candida albicans ATCC 64548, Saccharomyces cerevisiae ATCC
9763, Candida parapsilosis ATCC 22019, Aspergillus niger ATCC 16404.

- Aislamiento regional de Candida parapsilosis y Alternaria sp. (gentileza del Dr. Arturo
Simonetta de la facultad de Ingenieria Quimica y de la Dra. Cristina Lura de la Facultad

de Bioquimica y Cs. Bioldgicas — Universidad Nacional del Litoral).
- Fluconazol (Todofarma S.A), el cual fue adquirido comercialmente.

- Bio F-36 (Pellital S.A.) adquirido comercialmente (ver descripcion del producto y hoja de
seguridad en ANEXO).

4.3 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

La actividad antifungica fue evaluada usando medidas de CIM expresadas en ug/ml. Para
determinar la CIM se utilizd la técnica de dilucion en caldo. Estos procedimientos se
ajustaron a los métodos de referencia aprobados por la CLSI o antiguamente llamada
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) (NCCLS: M27-A2 y M38-
A, 2002).

El procedimiento general consistio en la preparacion de una bateria de tubos, donde cada
tubo contenia medio de cultivo (caldo) con una concentracién diferente del compuesto a
ensayar. Como medio de cultivo se utilizé Caldo Sabouraud Glucosado (Laboratorios
Britania S.A.) al que se le ajusto el pH a 7.0 £ 0.1 con una solucién de NaOH 3 M. Luego,

se procedi6 a la inoculacion de los tubos con el correspondiente microorganismo.
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Una vez inoculados los tubos, los mismos fueron incubados a 35 £ 0.2 °C por un periodo
que varid entre 48 y 72 horas segun el microorganismo empleado en el ensayo.
Transcurrida la incubacion, se procedié a observar la presencia o ausencia de desarrollo

del microorganismo en cada uno de los tubos.

El valor de la CIM correspondié al tubo con la menor concentracion del antimicrobiano, en

el que no se observé desarrollo visible del microorganismo utilizado en el ensayo.
Para el ensayo de dilucion en caldo se emplearon hongos levaduriformes y filamentosos.

A continuacién se describen las especies de hongos utilizadas, la preparacion del inoculo

y la visualizacion del valor de CIM para cada caso (levaduras y mohos).

La estrategia (secuencia en que fueron ensayados los compuestos) empleada para la
determinacién de la actividad antifiungica de los compuestos sintetizados sera explicada,

mas adelante, en el punto 4.4.

Hongos Levaduriformes:

Durante el estudio de la actividad biolégica de los compuestos sintetizados, las levaduras

ensayadas fueron:

7
0.0

Candida albicans ATCC 64548
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

» Candida parapsilosis ATCC 22019
Candida parapsilosis (aislamiento regional)

7
0.0

*e

7
0'0

A continuacion, en la Figura 4.3 a-b podemos observar el aspecto macroscépico y
microscoépico de dos de las levaduras antes mencionadas: C.parapsilosis y C.albicans

respectivamente.
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a)

Figura 4.3. Caracteristicas de algunas de las levaduras ensayadas: a) observacién macroscopica

de colonias de C.parapsilosis. b) observacion microscopica de C.albicans.

Inoculo:

Con respecto a la preparacion del inoculo, en cada caso, el mismo fue realizado utilizando
tubos estria con cultivos jovenes de entre 24 - 48 horas (incubados a 35 °C) de las
diferentes especies, a partir de los cuales se prepard una suspension en solucion
fisiolégica (NaCl 0.85%). La densidad celular de dicha suspensién se ajustd con la ayuda
de un estandar 0.5 de McFarland. Luego, la suspension resultante se diluyo
adecuadamente para conseguir 5.0x10% — 2.5x10° células/ml (rango de concentracion que

provee valores de CIM reproducibles).

Debido a que la densidad celular del inoculo no pudo ser verificada con un
espectrofotometro, se realizdé un recuento microbiolégico en superficie con la finalidad de

corroborar la correcta preparacion del mismo.

Para ello, se prepararon cajas de Petri con 10 ml de AS y por otro lado, diluciones del
inoculo (10", 10%). De cada dilucién se sembré 0,1 ml en la superficie de una placa y se
distribuyé homogéneamente con espatula de Drigalski, previamente flameada con alcohol

etilico al 70% (en todo momento se trabajé por duplicado).

Luego de 48-72 horas de incubacion (a 28-30°C) se seleccionaron las placas que tenian
entre 30 y 300 colonias, se promediaron la cantidad de colonias que habia entre ellas y se
calcul6 la concentracién inicial del inoculo.
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Visualizacion del valor de CIM:

En el caso de las CIM en medios liquidos, el punto de corte para su determinacion se
efectud evaluando si existe turbidez en los tubos. Las medidas de turbidez son un método

muy rapido y util para obtener estimaciones del numero de células.

Una suspension celular aparece turbia a la vista porque las células dispersan la luz que
atraviesa la suspension. Cuanto mas células estén presentes mayor sera la luz
dispersada, y por lo tanto, mayor la turbidez. La misma puede medirse con aparatos como
el espectrofotometro (densidad optica, DO) que hace pasar la luz a través de

suspensiones celulares y detecta la cantidad de luz emergente, no dispersada.

Dentro de determinados limites, las medidas de turbidez pueden ser razonablemente
precisas y tienen la virtud de ser rapidas y faciles de realizar. Ademas, estas
determinaciones se pueden hacer normalmente sin destruir o modificar significativamente

la muestra.

Por lo tanto, transcurrido el tiempo adecuado de incubacién, el valor de CIM determinado
en cada caso en particular correspondié al tubo con la menor concentracion del

antimicrobiano, en el que no se observo turbidez.

Hongos Filamentosos:

Las especies de hongos filamentosos empleadas para determinar la actividad

antimicrobiana de las moléculas sintetizadas fueron:

s Asperqillus niger ATCC 16404

R/

s Alternaria sp.

En la Figura 4.4 a-b podemos observar el aspecto microscopico de las especies de

mohos antes mencionados.
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Figura 4.4. Caracteristicas microscopicas de: a) Aspergillus niger y b) Alternaria sp.

Inoculo:

Para la preparacion del inoculo se utilizaron tubos estria con cultivos de 7 dias de
incubacion a 35 °C de las diferentes especies. A partir de ellos se prepard una suspension
de conidios en solucion fisiolégica (NaCl 0.85%). En el caso de A.niger ATCC 16404, la
adicion de una gota de Tween 20 puede facilitar la preparacion del inoculo. La mezcla
resultante de conidios y fragmentos de hifas se transfiere a un tubo estéril y se deja
reposar durante 3 a 5 minutos para que las particulas mas pesadas sedimenten. Luego, la
suspension homogénea (sin las particulas pesadas) se vierte en otro tubo estéril y se

diluye adecuadamente.

La concentracién del inoculo se ajusté mediante el recuento en camara de Fuchs-
Rosenthal (Figura 4.5 a-b) para lograr una concentracion final de 0,4.10* - 5.10* UFC/m
(rango de concentracién que provee valores de CIM reproducibles).
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Figura 4.5. Camara de Fuchs—Rosenthal: a) Imagen de una camara de Fuchs—Rosenthal. b)
Cuadricula de recuento: muestra 16 cuadrados grandes, cada uno de 1mm?. Cada cuadrado

grande esta subdividido en 16 cuadrados pequefios con una superficie de 0,0625 mm?>.

Ademas, se efectud el control del inoculo mediante un recuento microbiolégico en
superficie. Se prepararon cajas de Petri con 10 ml de AS vy por otro lado, diluciones del
inoculo (107, 102). De cada dilucién se sembrd 0,1 ml en la superficie de una placa y se
distribuyé homogéneamente con espatula de Drigalski, previamente flameada con alcohol
etilico al 70% (aqui también se trabaj6 por duplicado).

Luego de 48-72 horas de incubacion (a 28-30°C) se seleccionaron las placas que tenian
entre 30 y 300 colonias, se promediaron la cantidad de colonias que habia entre ellas y se

calculé la concentracion inicial del inoculo.
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Visualizacion del valor de CIM:

Para la determinacién del valor de CIM se tuvo en cuenta al tubo con la menor
concentracion del agente antifungico que inhibe el crecimiento visible del microorganismo
en cuestion.

Es importante dejar en claro que, para la dilucién en caldo de los compuestos cationicos y

no iénicos (diméricos y monomeéricos), se realizaron dos procedimientos diferentes:

En el caso de las moléculas de naturaleza cationica, al ser estas solubles en agua, no se
presentaron problemas de solubilidad al diluirlos con el caldo preparado previamente. El
procedimiento empleado en la preparacion de la experiencia puede ser apreciado en la
Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Esquema utilizado para la preparacion de las diluciones de los compuestos catidnicos

(gemini y monomeérico) solubles en agua. Pruebas de susceptibilidad en caldo.

Paso  Concentracion Fuente Volumen (+) Medio (=) Concentracion (=) Concentracion

(ug/ml) (ml) (ml) Intermedia Final (1/10)

(Mg/ml) (Mg/ml)

1 5120 Stock 1 7 640 64

2 640 Paso 1 1 1 320 32

3 640 Paso 1 1 3 160 16

4 160 Paso 3 1 1 80 8

5 160 Paso 3 0,5 1,5 40 4

6 160 Paso 3 0,5 3,5 20 2

7 20 Paso 6 1 1 10 1

8 20 Paso 6 0,5 1,5 5 0,5

9 20 Paso 6 0,5 3,5 25 0,25

10 25 Paso 9 1 1 1,25 0,125

11 2,5 Paso 9 0,5 1,5 0,625 0,0625

12 2,5 Paso 9 0,5 3,5 0,3125 0,03125
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Sin embargo, para los compuestos no idnicos, al no ser solubles en agua, nos

encontramos con dificultades a la hora de diluirlos con caldo. Para solucionar este

inconveniente se utilizé dimetilsulféxido (DMSO) en la preparacion de la solucion stock o

madre, a partir de la cual fueron preparados los demas tubos. La concentracion final de

éste solvente se redujo al 1 %, de manera que no interfirio en las experiencias realizadas.

El DMSO, a esta concentracion y sin el agregado de la droga se utiliz6 como control con

el fin de corroborar el desarrollo del microorganismo en estudio. El esquema utilizado se

presenta en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2 Procedimiento empleado para la preparacion de las diluciones de los compuestos no

idnicos (gemini y monomeérico) insolubles en agua. Pruebas de susceptibilidad en caldo.

Paso Concentracion  Fuente Volumen DMSO Concentracion Concentracion  Concentracion
(ug/ml) m  (m) intermedia Intermedia2 " nal (ug/ml)

(hg/mi) (hg/mi) (1/100)

1 6400 Stock 6400 640 64

2 6400 Stock 0,5 0,5 3200 320 32

3 6400 Stock 0,5 1,5 1600 160 16

4 1600 Paso 3 0,5 0,5 800 80 8

5 1600 Paso 3 0,5 1,5 400 40 4

6 1600 Paso 3 0,5 3,5 200 20 2

7 200 Paso 6 0,5 0,5 100 10 1

8 200 Paso 6 0,5 1,5 50 5 0,5

9 200 Paso 6 0,5 3,5 25 2,5 0,25

10 25 Paso 9 0,5 0,5 12,5 1,25 0,125

11 25 Paso 9 0,5 1,5 6,25 0,625 0,0625

12 25 Paso 9 0,5 3,5 3,125 0,3125 0,03125

87



Es importante aclarar que en todos los ensayos se realizé un control positivo o de
desarrollo del inoculo (ausencia de agente antimicrobiano) y un control negativo o de

droga (ausencia del inoculo).

Ademas, para cotejar los valores de CIM obtenidos se ensayaron dos compuestos de

referencia:

+ Fluconazol, derivado azdlico de uso clinico y de elevada actividad antifungica.
« Bio F-36, conservante empleado en la curticion de pieles a base de TCMTB y un

derivado carbamico.

El compuesto azdlico fue enfrentado a cada uno de los microorganismos (levaduras y
mohos) mencionados con anterioridad. En cambio, el TCMTB (compuesto corrosivo y
nocivo para las personas y el medio ambiente) fue utilizado con algunos de los

microorganismos ensayados, en la ultima fase de este screening microbiolégico.

En general, el rango de concentraciones empleado en los ensayos de dilucidon en caldo

fue de 0,03125 — 64 ug/ml como se mostré en las Tablas 4.1y 4.2.

Sin embargo, en algunos casos, fue necesario modificar dicho rango a 0,25 — 512 ug/ml
debido a la manifestacién de una menor sensibilidad por parte de algunos

microorganismos.

A continuacion se presentan y analizan los resultados obtenidos.

4.4 RESULTADOS Y DISCUSION

Para la determinacion de la actividad antifingica de los compuestos tanto no iénicos

como cationicos sintetizados se utilizo la siguiente estrategia:

En una primera etapa se ensayaron las moléculas gemini no iénicas (4a-c) y catidnicas
(4d-h) de naturaleza saturada con longitud de cadena hidrocarbonada variable asi como
también los analogos monomeéricos con 12 atomos de carbono en su porcién hidrofébica
(7a-b).
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El objetivo de esta etapa consistid en evaluar la presencia o ausencia de actividad
antifungica de dichos compuestos, comparar los valores de CIM encontrados para cada
uno de ellos, analizar su desempefo frente a una droga de referencia como Fluconazol y
equiparar la actividad encontrada para los compuestos 4b y 4e con sus respectivos

analogos 7ay 7b.

Los resultados obtenidos (valores de CIM) para cada compuesto y con cada una de las

cepas estudiadas se presentan en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Valores de CIM expresados en ug/ml para los compuestos (4a-h) y (7a-b) ensayados.

(CIM) (ug / ml)

Compuesto R C.parapsilosis *’ C.albicans ™' C.parapsilosis ' S.cerevisiae ™
ATCC 22019 ATCC 64548 Regional ATCC 9763

4a ~CeHyr 64 >64 64 16

4b ~CioHas 8 8 16 4

Ac -CigHas 64 >64 >64 8

4d -CgHy7 >64 >64 >64 >64

4e -Cq2Has 16 8 16 8

4f -C1gH3s 0.25 32 16 2

7 a -Cq2Has 64 64 64 16

7b -Cq2Has 64 64 >64 16
Fluconazol - 16 <5 8 16

¥ Lectura realizada a las 72 horas. Se observo desarrollo en el Control Positivo a las 48 horas.
® | ectura realizada a las 48 horas. Se observo desarrollo en el Control Positivo a las 24 horas.
! Corresponde al género Candida.

? Corresponde al género Saccharomyces.

De manera general, a partir de los valores presentes en la Tabla 4.3, podemos afirmar
que los compuestos ensayados (4a-h) y (7a-b) demostraron ser activos biolégicamente

frente a las cuatro levaduras evaluadas.
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Analizando en detalle los resultados conseguidos, observamos una actividad
relativamente baja, aunque similar, en aquellos compuestos con colas de 8 carbonos de
longitud (4a y 4d), siendo el segundo menos activo. Esto podria deberse a que el largo de
las colas hidrocarbonadas no es lo suficientemente extenso como para interaccionar de
manera eficiente ya sea con los fosfolipidos o el ergosterol presente en la membrana

biolégica de las levaduras.

En el caso de los compuestos con una regién apolar de 12 carbonos de longitud (4b y 4e)
podemos ver que ambos presentaron actividad similar entre si y mas elevada con
respecto a los gemini antes mencionados. En estas dos moléculas, la longitud de las
cadenas hidrofébicas es intermedia y aparentemente lograrian alcanzar el efecto
deseado. Al igual que con las propiedades fisicoquimicas, al comparar dichos compuestos
con sus analogos monomeéricos (7a y 7b), podemos apreciar un desempefo biolégico
significativamente menor de estos Ultimos manifestado en los valores de CIM

encontrados.

Por otro lado, las moléculas con colas de 18 carbonos no presentaron un comportamiento
similar entre si, ya que 4c fue considerablemente menos activa que 4f. Ademas, para este
ultimo los valores de CIM encontrados variaron considerablemente de un microorganismo
a otro. En el caso de ambos compuestos consideramos que, debido al incremento en la
hidrofobicidad como consecuencia del mayor nimero de atomos de carbono presentes en
dichas moléculas, podria adquirir vital importancia el efecto de las cargas positivas
presentes en el gemini de naturaleza catiénica (pero ausentes en el analogo dimérico no
idnico). Dichas cargas contribuirian con la adsorcion del compuesto sobre la superficie

celular haciéndolo mas efectivo.

Si comparamos el desempefo de estos compuestos con el encontrado para Fluconazol,
podemos afirmar gratamente que los surfactantes gemini manifiestan una muy buena
actividad antifungica con valores de CIM comparables a los de este derivado azdlico tan

efectivo.

A raiz de las determinaciones realizadas concluimos que la longitud 6ptima de la porcion
hidrofébica de los compuestos gemini es la intermedia, es decir, 12 atomos de carbono. Al

parecer, los compuestos 4b y 4e lograrian controlar de manera eficiente el crecimiento
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indeseado de hongos levaduriformes. Debido a su excelente desempeio como agentes

antifungicos se los selecciona como candidatos en esta primera etapa.

En la Figura 4.6 a-b se ilustran, a modo de ejemplo, dos valores de CIM obtenidos en

nuestros ensayos con hongos levaduriformes.

Tubo N° 5 (CIM 4 pg/ml)

Tubo N° 4 (CIM 8 pg/ml)

b)

-

A = - ' §

Figura 4.6. Pruebas de susceptibilidad en caldo. Actividad antifiungica del compuesto 4b frente a:
a) Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, donde el valor de CIM observado fue de 4 ug/ml (tubo

N° 5) y b) Candida parapsilosis ATCC 22019, donde dicho valor fue de 8 pg/ml (tubo N° 4).
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Durante una segunda etapa, habiendo elegido un largo de cadena 6ptimo o mas eficiente,
se decididé obtener y ensayar dos compuestos diméricos cuya diferencia radique en la
naturaleza de la porcion hidrofébica de la molécula (manteniendo relativamente constante

la longitud de la misma).

De esta manera, los compuestos 4g (porcién no polar insaturada) y 4h (porcién no polar
perfluorada) fueron sintetizados y sometidos a las pruebas de dilucién en caldo con el fin
de corroborar la presencia de actividad bioldgica y compararla con la encontrada para 4b

y 4e.

Para la determinacion de la concentracion inhibitoria minima se emplearon solo dos
levaduras: C.parapsilosis ATCC 22019 (por ser un microorganismo de referencia segun
la CLSI) y C.albicans ATCC 64548 (por ser un microorganismo vinculado al deterioro de
materiales). Ademas, se decidié evaluar el comportamiento de los cuatro compuestos (4b,

e, gy h) frente a dos hongos filamentosos, A. niger ATCC 16404 y Alternaria sp.

Finalmente, se determinaron los valores de CIM del compuesto de referencia antes
utilizado (Fluconazol) para los dos mohos mencionados anteriormente, asi como también,
los valores correspondientes a un potente antifungico comercial Bio F-36 (Pellital S.A.),
utilizado actualmente en la industria del cuero. Este ultimo fue ensayado frente a
C.parapsilosis ATCC 22019, C.albicans ATCC 64548, A.niger ATCC 16404 y Alternaria

sp. con el fin de poder cotejar resultados.

Los resultados obtenidos (valores de CIM) para cada compuesto y con cada una de las

cepas estudiadas se presentan en la Tabla 4.4.
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Tabla 4.4. Valores de CIM expresados en ug/ml para los compuestos 4b, 4e, 4g y 4h ensayados.

(CIM) (g / ml)

Compuesto R C.parapsilosis ' C.albicans ™ A.niger Alternaria sp.*
ATCC 22019 ATCC 64548 ATCC 16404

4b -CqoHas 8 8 32 32
4de CizHas 16 8 32 8
49 -CysH2s 32 16 64 64
4h -C11HeF 47 256 256 >512 64
Fluconazol - 16 <5 >512 32
Bio F-36 - 64 16 32 16

¥ Lectura realizada a las 72 horas. Se observo desarrollo en el Control Positivo a las 48 horas.
® | ectura realizada a las 48 horas. Se observo desarrollo en el Control Positivo a las 24 horas.

! Corresponde al género Candida, 2 Corresponde al género Aspergillus.

Analizando los resultados de la Tabla 4.4, podemos apreciar un aumento en los valores
de concentracion inhibitoria minima encontrado para los compuestos 4g y 4h, siendo esos
valores considerablemente mayores para 4h. El incremento de concentracion observado
se traduce en una disminucion de la actividad bioldégica de dichos compuestos en

comparacion con la encontrada para 4b y 4e.

En el caso del compuesto con insaturaciones en su regién no polar (4g), la actividad
encontrada es menor pero similar a la manifestada por las moléculas gemini estudiadas
durante esta tesis. Sin embargo, el compuesto perfluorado (4h) no presenta buen
desempefio como antifungico. Este comportamiento podria deberse a la elevada
electronegatividad de los atomos de fluor, los cuales harian que las dos colas presentes
en la molécula se repelan entre si. De este modo, estos compuestos ofrecerian cierta

dificultad para penetrar en la membrana de hongos.

Por otro lado, Fluconazol mostré ser activo frente a C.parapsilosis ATCC 22019,
C.albicans ATCC 64548 y Alternaria sp. con valores de CIM cercanos a los encontrados
para los surfactantes gemini estudiados. En cambio, manifestd ser poco eficiente frente a
A.niger ATCC 16404.
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Finalmente, si se compara el desempefo de 4b y 4e con el encontrado para Bio F-36
(Pellital S.A.), podemos afirmar con certeza que nuestros surfactantes gemini manifiestan
una excelente actividad antifungica con valores de CIM comparables (y en la mayoria de

los casos menores) a los de este potente antifungico de uso comercial.

En la Figura 4.7 a-b se ilustran, a modo de ejemplo, dos valores de CIM obtenidos en

nuestros ensayos con hongos filamentosos.

Tubo N° 4 (CIM 64 pg/ml)

b)

Figura 4.7. Pruebas de susceptibilidad en caldo: a) actividad antifungica del compuesto 4g frente a
Aspergillus niger ATCC 16404. El valor de CIM observado fue de 64 ug/ml (tubo N° 4). b) actividad
antifingica del producto comercial Bio F-36 (Pellital S.A.) frente a Alternaria sp. El valor de CIM
observado fue de 16 ug/ml (tubo N° 3).
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Por ultimo, observando el comportamiento de todos los compuestos ensayados podemos
concluir que, frente al grupo de levaduras y mohos ensayados, 4b, 4e y 4f resultaron ser
las estructuras mas potentes. La actividad inhibitoria maxima (valor de CIM mas pequefio)
fue encontrada para 4f frente a C.parapsilosis ATCC 22019 con 0.25 upg/ml. Los
compuestos 4b y 4e mostraron actividad antifungica efectiva y similar para todas las
cepas estudiadas. En general, las moléculas menos activas fueron 4a, 4d y 4h. Los
analogos monoméricos 7a y 7b demostraron ser considerablemente menos activos en
comparacion con los surfactantes diméricos de igual longitud de atomos de carbono en la

porcion hidrofébica de la molécula (4b y 4e).

Los resultados muestran que, en general, S.cerevisiae ATCC 9763 fue el microorganismo
mas sensible. En contraste, el aislamiento regional de C.parapsilosis fue la levadura mas
resistente. En el caso de los hongos filamentosos A.niger ATCC 16404 resulto ser mas

resistente que Alternaria sp.

Los valores de CIM obtenidos para los compuestos gemini fueron comparables (y en
muchos casos superiores) a los valores conseguidos para los antifungicos de referencia:

Fluconazol y Bio F-36.

Debido a lo resaltado anteriormente y a raiz de haber desarrollado en nuestro laboratorio,
con éxito, una nueva familia de compuestos antifungicos denominados gemini,
emprendimos el escalado del proceso de sintesis de las moléculas (4b y 4e). Ambas
fueron seleccionadas ya que resultaron ser las moléculas de mejor desempefo en
general, demostrada accioén antifungica y bajo costo de produccién. Dicho escalado tiene
como objetivo transferir los resultados como un aporte novedoso para el sector

productivo.

A continuacion, en el capitulo 5, se describira la metodologia empleada para la sintesis a
mayor escala de las dos moléculas antes mencionadas, asi como también su formulacién

y posterior desempefio sobre cueros.
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CAPITULO 5

“PRODUCCION A MAYOR ESCALA DE LOS
COMPUESTOS GEMINI DE MEJOR DESEMPENO
COMO AGENTES ANTIFUNGICOS. EVALUCION DE

SU ACTIVIDAD BIOLOGICA SOBRE CUEROS”
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5.1 PRINCIPIOS GENERALES

Un proceso quimico puede entenderse como el conjunto de operaciones quimicas y/o
fisicas ordenadas a la transformacion de materias iniciales en productos finales diferentes
(Costa Lépez J y col, 1991).

Los procesos quimicos se originan usualmente a pequefia escala en el laboratorio, y su
desarrollo es normalmente llevado a cabo al conducir las reacciones en una escala
sucesivamente mas alta antes de llegar a la planta de produccién industrial. En
consecuencia, el escalado puede definirse como "el proceso necesario para alcanzar la

produccion industrial a partir de un logro cientifico a nivel del laboratorio”.

Para llevar a cabo el cambio de escala de un proceso es de vital importancia la presencia
de un reactor (en nuestro caso de un reactor quimico), el cual puede considerarse como
el recipiente o conjunto de recipientes en los que tiene lugar una reaccidon quimica a
mayor escala o a escala industrial. La clasificacidon de los reactores quimicos se puede

efectuar desde distintos puntos de vista. Segun su forma de operacion se clasifican en:

®,

++ Reactor Discontinuo

®,

+» Reactor Continuo

R/

+» Reactor Semicontinuo

En el primer caso, el funcionamiento Discontinuo consiste en adicionar los reactivos de
una vez en el interior del reactor, esperar el tiempo necesario para que se dé la reaccion y
vaciar el contenido. Por lo tanto durante el tiempo de operacion, propiamente dicho, no
entra ni sale ningun flujo de materia del reactor, y por lo tanto la masa total de la mezcla
de reaccion se mantiene constante. También es conocido como reactor tipo Batch.

En el funcionamiento Continuo, por el contrario, entra y sale un flujo de materia de forma
continua durante todo el periodo de operacion.

Un sistema a medio camino entre los dos anteriores es el funcionamiento Semicontinuo,
el cual consiste en introducir un reactivo de forma discontinua (todo de una vez), y afadir
el segundo reactivo de forma continua durante el periodo de reaccion. En este caso la
masa total de la mezcla de reaccion no se mantiene constante. Debido a que en este tipo
de reactores solamente se encuentra una pequefia cantidad de reactivo no reaccionado

en cada instante, las posibles consecuencias de una reaccion fuera de control provocado
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por la pérdida de agitacién o del control de la temperatura, son menos severas que las de
un proceso discontinuo. Asi, un reactor semicontinuo puede elegirse cuando se desea
hacer reaccionar un gas con un liquido, para controlar una reaccion altamente exotérmica
(reaccion demasiado violenta si ambos reaccionantes se mezclan de repente) o para
aumentar el rendimiento de un producto en circunstancias determinadas.

Por otro lado, segun la forma de efectuar la mezcla entre reactivos y productos, la

clasificacion distingue:

+ Reactor Tanque Agitado

+» Reactor Tubular

El reactor Tanque Agitado es, por su naturaleza, muy adecuado para reacciones en fase

liquida. En él, la mezcla se puede considerar perfecta en el caso ideal. En cambio, el
reactor Tubular, aunque a veces se utiliza para reacciones en fase liquida, normalmente
se emplea para reacciones en fase gaseosa, incluso en pequefa escala. En este ultimo,

la mezcla es nula (flujo de piston) en el caso ideal (Coulson JM, 1984).

En nuestro caso, se realizara el estudio de distintas reacciones utilizando como forma de
operacion un Reactor Discontinuo de Tanque Agitado con el fin de escalar el proceso
sintético de los compuestos gemini de mejor desempefio, 4b y 4e. Este tipo de reactores
es ampliamente utilizado en industrias con producciones pequefias, en las que el costo de
operacion y el tiempo muerto representan solamente una pequefia fraccion del costo
unitario del producto. Por este motivo encuentran su aplicacion en la obtencién de
productos de alto valor agregado como los correspondientes a la Industria de la Quimica
Fina. También se utilizan en biotecnologia y en la obtencién de polimeros. Otros campos
de aplicacién se hallan en el tratamiento de aguas, sintesis organica y otras aplicaciones
especificas (procesos electroquimicos y fotoquimicos).

A continuacioén, brindaremos mas informacién acerca de esta clase de reactores.
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% REACTOR DISCONTINUO

Como se dijo anteriormente, este tipo de reactor es caracteristico de reacciones en fase
liqguida. Se trata de un reactor tanque agitado de forma que se puede suponer que la
mezcla es perfecta, y por lo tanto, la concentraciéon y temperatura son uniformes en todo
el contenido del tanque. El mismo se encuentra envuelto por una camisa exterior que
permite el calentamiento o enfriamiento de la masa reaccionante segun conveniencia.

Un esquema sencillo de un reactor discontinuo de tanque agitado se muestra en la Figura
5.1.

Reaccionantes cargados al PRI S—
comienzo de la reaccién K

=

-

| T Productos retirados al
final de la reaccion

Figura 5.1. Esquema basico de un reactor discontinuo de tipo tanque agitado.

En la mayoria de casos, la operacién consiste en introducir los reactivos en el recipiente y
aumentar la temperatura (mediante la camisa exterior) hasta el nivel deseado para que la
reaccion ocurra. Si se trata de una reaccion exotérmica, cuando ésta empieza, se debe
enfriar el recipiente haciendo circular por la camisa un fluido de enfriamiento.

Naturalmente, todo cambio quimico se encuentra acompanado de un calor de reaccién
que solamente en algunos casos es tan pequefio que puede despreciarse. El valor del
calor de reaccioén tiene con frecuencia una influencia muy importante sobre el disefio del
reactor. En una reaccion fuertemente exotérmica, por ejemplo, se producira un aumento
considerable de la temperatura de la mezcla de reaccidon, a menos que se realicen las
previsiones necesarias para que el calor se transfiera a medida que tiene lugar la
reaccion. Si la temperatura de la mezcla de reaccién permanece constante (operacion
isotérmica), el calor equivalente al calor de reaccion ha de ser transferido desde o hacia el
reactor. Si el calor no se transfiere (operacion adiabatica), la temperatura de la mezcla de

reaccion aumentara o disminuira a medida que tiene lugar la reaccion. En algunos casos
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puede ser conveniente adoptar una alternativa intermedia entre estos dos extremos
(Coulson JM, 1984).

En consecuencia, es de gran importancia poder establecer el intervalo aceptable en el
que puede permitirse que varie la temperatura.

A continuacion, se detallaran los procedimientos empleados en la produccion sintética a

mayor escala de los compuestos gemini mas eficientes antes mencionados.

5.2 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES EMPLEADOS PARA EL
ESCALADO DE LOS COMPUESTOS GEMINI MAS EFICIENTES 4b
Y 4e.

Los procedimientos experimentales (0 metodologias) utilizados para la sintesis a mayor

escala de los surfactantes gemini 4b y 4e se explicaran en detalle a continuacion.

% Sintesis de la molécula espaciadora: N-acetildietanolamina (2)

Para la obtencion de 150 g de N-acetildietanolamina se utilizd un reactor de vidrio (con
tres bocas) de 1 litro de capacidad, equipado con un refrigerante, un agitador mecanico y
una ampolla con brazo compensador para el agregado de reactivos. En el mismo se
colocé dietanolamina (97.65 ml) y, utilizando un bafo de hielo, se adicioné anhidrido
acético gota a gota (240.6 ml). Luego, la mezcla se calenté gradualmente a reflujo y se
mantuvo la reaccion a 100 °C durante 15 horas. Transcurrido este tiempo, se dejo enfriar
la mezcla y se la llevo a pH 7 con 250 ml de una soluciéon de NaOH 2 M. Luego se realizé
una extraccion con Acetato de Etilo (5x150 ml), se seco la fase organica con Na,SO,y se
filtr6. Seguidamente, se evaporé el disolvente a baja temperatura y se eliminé de manera
parcial el acido acético mediante destilacion a presion reducida. La presencia del producto
deseado fue controlada a través de CG, donde se pudo apreciar su existencia en forma
mayoritaria. Asi, el crudo obtenido se empled en la siguiente etapa, la sintesis del éter

diglicidilico.
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+« Sintesis del intermediario “llave” o éter diglicidilico (3)

En la sintesis del intermediario “llave” (150 g) se empled un reactor de vidrio (con tres
bocas) de 2 litros de capacidad provisto de un encamisado necesario para la regulacién
de la temperatura, la cual se mantuvo estable con la ayuda de un bafio recirculador.
También se utilizaron un refrigerante y una ampolla con brazo compensador. Ademas, la

reaccion fue llevada a cabo bajo agitacion mecanica.

A una mezcla de hidréxido de sodio (117g), agua (2 ml), bisulfato de tetrabutilamonio
(TBAB) (10 g) y () Epiclorhidrina (500 ml) se le adicion6, gota agota, la N-
acetildietanolamina (86 g). En este caso, por tratarse de una reaccion exotérmica, se tomo
la precauciéon de enfriar el recipiente durante el agregado de los reactivos haciendo

circular por la camisa agua fria (5 °C).

Una vez finalizado el agregado de los reactivos, la mezcla de reaccién se mantuvo a una
temperatura de 30 °C durante 15 horas (siempre bajo agitacion mecanica). Concluida la
reaccion se realizé una filtracion y lavado del crudo con 150 ml de diclorometano (DCM).
Luego, se llevo a cabo una destilacion a presion reducida (bajo campafia debido a la
elevada toxicidad de la epiclorhidrina) con el fin de eliminar, en primera instancia, al

diclorometano y en segundo lugar, el exceso de epiclorhidrina.

Finalmente, la presencia del producto deseado fue controlada a través de CCD y CG. El
crudo obtenido se empled en la siguiente etapa, la sintesis de los compuestos gemini no

idnico (4b) y cationico (4e).

Es importante aclarar que, para la obtencion de 4e, fue necesario sintetizar mayor
cantidad N,N-dimetildodecilamina. En consecuencia, describiremos en primer lugar su
correspondiente proceso sintético y luego, continuaremos con la sintesis de las dos

moléculas gemini antes mencionadas.

+ Sintesis de la N,N-dimetildodecilamina

Para la obtencion de 150 g de la amina grasa N,N-dimetilada se colocé dodecilamina

(131.44 g) y metanol (560 ml) en un reactor de vidrio (con tres bocas) de 2 litros de
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capacidad provisto de un encamisado para el control de la temperatura, un sistema de

condensacion de reflujo y un agitador mecanico.

Luego, utilizando una ampolla con brazo compensador, fueron agregados lentamente
acido formico (189.2 ml) y formaldehido (264.45 ml). Durante el agregado de estos
reactivos, el sistema se mantuvo bajo agitacién constante y a 5°C (bafio recirculador).
Posteriormente, la mezcla fue calentada a la temperatura de reflujo del disolvente
(aproximadamente 65°C) durante 35 horas. Luego, los compuestos de bajo punto de
ebullicion fueron evaporados a 50 °C y las mezclas fueron llevadas a pH 9 con la ayuda
de 250 ml de una solucién de NaOH 2M. El crudo de reaccion se calento a reflujo durante
7 horas mas. Terminada la reaccién, la mezcla se extrajo con cloroformo (5 x 150 ml), se
secO con sulfato de magnesio anhidro y se filtr6. Finalmente, se evaporé el disolvente
utilizando un evaporador rotatorio y la obtencion del la amina terciaria fue verificada

mediante CG.

+ Sintesis de las moléculas gemini no i6nica (4b) y catidnica (4e)

Para la sintesis de 150 g de cada uno de los compuestos gemini (4b y 4e) se utilizd un
reactor de vidrio (con tres bocas) de 2 litros de capacidad provisto de un encamisado, un

refrigerante a bolas y un sistema de agitacion mecanica.

Un procedimiento tipico para la sintesis de cualquiera de ellos consistié en lo siguiente. A
una mezcla de etanol (900 ml), diglicidil éter (62 g) y bromuro de tetrabutilamonio (TBABTr)
(15,5 g) se adicion6 la amina correspondiente;: dodecilamina (111g) 6 N,N-
dimetildodecilamina (385.35 g). Seguidamente, la mezcla de reacciéon se mantuvo a una
temperatura de 30 °C durante 24 horas, bajo agitacién mecanica. Finalizada la reaccion
(desaparicion del éter diglicidilico visualizada por CCD), se evapor6 el etanol con la ayuda
de un evaporador rotatorio y a continuacién se les aplic6 vacio para garantizar la
eliminacion total del disolvente. Por ultimo, se verificé la presencia del producto deseado a
través de CCD y CG.

En la Figura 5.2 se presenta una fotografia del reactor de vidrio de 2 litros de capacidad

empleado en la mayoria de los procesos sintéticos descriptos anteriormente.
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Ampolla con brazo

Rafrigerants a halas compensador
Encamicado
conectad o a bario
Agitacién mecénica recirculador

Figura 5.2. Reactor de vidrio de 2 litros de capacidad empleado para la sintesis de los gemini tanto
no idénico (4b) como cationico (4e), asi como también de sus intermediarios sintéticos. El mismo se
encuentra equipado con un refrigerante a bolas, una ampolla con brazo compensador, agitacion
mecanica y un encamisado conectado a un bafo recirculador para el control de la temperatura del
proceso.

5.3 FORMULACION DE LOS COMPUESTOS SINTETIZADOS

Habiendo realizado la sintesis a mayor escala de los compuestos gemini de mejor
desempefio, es decir, los compuestos obtenidos con mayor actividad antifungica (4b y
4e), nos encontramos con la dificil tarea de acondicionarlos de manera tal que puedan ser
aplicados o incluidos en el proceso productivo del cuero como agentes sustitutos o
sinergisantes del fungicida comercial empleado en la actualidad: Bio F-36, Pellital S.A. De
este modo, surgio la necesidad de investigar como formular, de manera estable, nuestros

compuestos.

Asi, la estabilidad de un compuesto puede entenderse como la capacidad para mantener
intactas sus caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas durante el tiempo de uso y
almacenamiento. Por otro lado, la inestabilidad de una molécula puede deberse a efectos
quimicos (solvélosis, oxidacion, deshidratacién, racemizacion, etc.), fisicos (polimorfismo,

vaporizacioén, adsorcion, etc.) y biolégicos (fermentacion, generacion de toxinas, etc.).

A continuacion, mencionamos algunas consideraciones generales y necesarias para llevar

a cabo dicha tarea.
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Durante la formulacién de una droga, es habitual utilizar una sustancia terapéuticamente
inerte capaz de proporcionar forma, volumen o el peso necesario a una preparacion
liguida o semisolida con el fin de poder aprovechar en forma conveniente, segura y eficaz
un principio activo. Esta sustancia, que se conoce como vehiculo de una droga, se
denomina excipiente cuando se trata de un preparado en estado solido (Oliveira
Batistuzzo JA y col, 2010).

Los vehiculos pueden dividirse en dos grandes grupos:

®,

% Monofasicos: como ser liquidos, geles, grasas y polvos.

®,

% Polifasicos: como lo son las lociones, las cremas, los ungtientos y las pastas.

A continuacion, se exponen las caracteristicas mas importantes de algunos de los

vehiculos comunmente utilizados para la formulacién de compuestos organicos.

Uno de los liquidos mayormente empleado como vehiculo es el agua. Este, tiene una
amplia capacidad disolvente debido al pequefio tamafio de su molécula, polaridad, alta
constante dieléctrica y a su habilidad para formar puentes de hidrégeno. El agua presenta
el inconveniente de ser un buen sustrato para la proliferacion de los microorganismos, por
lo que es necesaria la inclusion de preservativos en caso de que una preparacion acuosa

deba guardarse por largo tiempo.

Después del agua, el alcohol es el vehiculo mas utilizado. Este solvente presenta una
constante dieléctrica menor que el agua, aunque también forma puentes de hidrégeno con
muchas sustancias. Disuelve con facilidad resinas, esencias, alcaloides, glucésidos vy
bases organicas. La presencia de alcohol disminuye los procesos hidroliticos y favorece la

conservacion del producto frente al desarrollo de microorganismos.

La glicerina y el propilenglicol mejoran la solubilidad de algunas sustancias. Son
miscibles tanto con el agua como con el alcohol y por ello aparecen con mucha frecuencia

en la formulacién de lociones.

El éter y la acetona se utilizan como excelentes solventes de sustancias organicas. Son
miscibles en diferentes proporciones tanto con agua como con alcohol. Estos solventes

poseen la desventaja de ser demasiado volatiles.
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Otro agente de formulacion es la metilpirrolidona, o N-metil-2-pirrolidona. Este consiste
en un liquido incoloro claro, miscible en agua y en solventes organico. Pertenece a una
clase de solventes dipolares aproticos los cuales incluyen también a la dimetilformamida,
dimetilacetamida y dimetilsulféxido. Este ultimo es un liquido organico sin color que
disuelve rapidamente muchos productos quimicos y penetra los tejidos tanto animales
como vegetales. Se usa en medicina humana, medicina veterinaria y preparaciones

farmacéuticas.

El lauril sulfato de sodio es un tensoactivo iénico, empleado en diversos productos de
higiene personal, como pasta de dientes, champu y jabones de bafio. La molécula posee
una cola de 12 atomos de carbono, adosada a un grupo sulfato, dotando a la molécula de
las propiedades anfifilicas requeridas para todo detergente. Si de detergentes se trata, el
tween 80 es otra molécula tensoactiva, no idnica, utilizada como emulsificante. Consiste

en un liquido viscoso amarillo y soluble en agua de amplio uso en la actualidad.

Hasta el momento hemos citado algunos ejemplos de posibles vehiculos disponibles para

la formulacién de las moléculas diméricas sintetizadas a mayor escala.

Es importante destacar que esta disciplina (o “arte” como muchos la llaman) requiere de
una formacion especial y profunda que escapan a los tiempos establecidos para este
trabajo de tesis. En consecuencia, empleando conocimientos basicos de la misma hemos

intentado formular de manera conveniente a de los compuestos gemini escalados.

Luego de varias pruebas o ensayos realizados en el laboratorio, llegamos a la elaboracién
de una formula que nos permitiria evaluar el desempefio (actividad bioldgica o capacidad
de preservacion sobre materiales) de dichos compuestos durante el proceso de

manufactura del cuero.

Asi, la formulacion de los compuestos gemini sintetizados fue elaborada como se muestra
enla Tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Formulacién de los compuestos gemini sintetizados a mayor escala (4b y 4e) para
pruebas de desempeno sobre cueros.

Compuesto (gemini) Formula Cantidad Resultado
4b (12.5 %)* 4b 25¢g emulsion blanca o de
aspecto lechoso
tensoactivo iénico 25¢g
agua destilada Volumen final
200 mi
4e (50 %)* 4e 100 g Solucion limpida
amarilla
Agua destilada Volumen final
200 ml

*Concentracion del principio activo en la formulacion.

Como puede observarse en la Tabla 5.1, la formulaciéon de 4b (compuesto dimérico no
idnico) resultdé en una emulsion blanca o de aspecto lechoso (dispersion heterogénea)
formadas por la mezcla intima de una grasa o cera (compuesto gemini) y agua mediante
la inclusion de un agente emulsificante (tensoactivo iénico). Por otro lado, la formulacion
de 4e (compuesto dimérico cationico) resulté en una solucién limpida amarillenta debido a

la buena solubilidad en agua de dicho principio activo.

Una fotografia de ambos formulados puede apreciarse, a continuacién, en la Figura 5.3.

Figura 5.3. Aspecto fisico de los formulados preparados a partir de los compuestos gemini
escalados: a) compuesto dimérico no iénico o 4b (emulsién blanca), b) compuesto dimérico
cationico o 4e (soluciéon amarilla).
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De esta manera, ambas muestras fueron enviadas al Instituto Nacional de Tecnologia
Industrial (INTI — Cueros) para su evaluacion como agente antifungico (o preservante) en
el proceso de fabricacion de cueros.

5.4 PRUEBAS DE DESEMPENO EN CUEROS

Con el propdsito de evaluar la eficacia antifungica sobre cueros “Wet-blue” mediante
ensayos de laboratorio de los productos de desarrollo, los mismos fueron remitidos al
Instituto Nacional de Tecnologia Industrial, mas precisamente al Centro de Investigacion y
Desarrollo del Cuero (INTI-Cueros) ubicado en Manuel B. Gonnet (Buenos Aires,
Argentina) bajo la denominacién de “Muestra A”y “Muestra B” para los compuestos 4b y

4e respectivamente.

Para ello, se llevé a cabo un complejo procedimiento que puede ser dividido en tres

etapas:

1. Aplicacion de los productos de desarrollo (Muestras A y B) y de un producto
comercial (Bio F-36, Pellital S.A.) en Planta de Curtiduria: Obtencion de cuero

“Wet-blue” (cuero humedo tratado con sales basicas de cromo trivalente).

2. Ensayo realizado tomando como base la Norma ASTM D 3273-00 “Standard Test
Method for Resistance to Growth of Mold on the Surface of Interior Coatings in an
Environmental Chamber” (reapproved 2005) tanto para cada una de las muestras

enviadas como para el producto comercial.

3. Ensayo realizado tomando como base la Norma ASTM D 4576-08 “Standard Test
Method for Mold Resistance of Wet Blue” para los tres compuestos mencionados

con anterioridad.

A continuacion se describiran en detalle cada una de las etapas antes citadas.
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5.4.1 Obtencion de cueros “wet-blue”

Durante esta etapa se ensayaron los productos de desarrollo (Muestras A y B) y un
producto comercial (P) en dos concentraciones diferentes denominadas A1, B1, P1y A2,

B2, P2 respectivamente asi como también se realizé un control sin biocida.

Se trabaj6é con dos pieles vacunas depiladas sin dividir (espesor integral). Se descartaron
las cabezas, y el resto se dividi6 en ocho trozos cada piel. Todos los trozos fueron
desencalados durante 24 horas en un bafo 300 % de agua y 1.5 % de acido oxalico
[ambos porcentajes con respecto al peso de la piel depilada (peso tripa)] logrando un pH

final cercano a 8.

Antes de comenzar con la aplicacion de cada una de las muestras, se observo que la
Muestra A presentaba dos fases. A pesar de ello, las tres muestras fueron agitadas
(previo a su pesada) y diluidas en agua tibia (al igual que en las otras variantes) para

formar la emulsion antes de su incorporacion al fuléon del proceso.

En la Figura 5.4 podemos apreciar el aspecto fisico de cada uno de los compuestos

ensayados previo a su incorporacion al proceso.

Figura 5.4. Aspecto fisico de los productos antes de su incorporacion al fulén del proceso: a)
producto comercial (Bio F-36, Pellital S.A.), b) Muestra A (gemini 4b) y c) Muestra B (gemini 4e).

Se puede apreciar claramente la presencia de dos fases para el caso de la Muestra A.
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De este modo, las muestras (A, B y P) en sus dos concentraciones diferentes fueron
incorporadas al procesamiento del cuero, atravesando las etapas de lavado, picklado y
curtido (descriptas en el Capitulo 1) hasta llegar a la obtencion del cuero en su estado

“wet-blue”.

5.4.2 Evaluacion de la resistencia al crecimiento fungico sobre cueros “wet-

blue”:

5.4.2.1 ASTM D 3273-00 (2005): Camara Tropical

Este método de ensayo ha sido disefiado para evaluar la resistencia al crecimiento
fungico sobre revestimientos de interiores (pinturas). Sin embargo, ha resultado de gran
utilidad para poder apreciar el desempefio como preservantes de diferentes agentes
antifungicos en cueros “wet-blue”. EI mismo describe una pequefia camara y las
condiciones de operacion para evaluar de forma reproducible en un periodo de 4
semanas el desarrollo fungico sobre un material. Por lo tanto, la temperatura y humedad
deben controlarse de manera efectiva dentro de los limites relativamente estrechos
especificados para que la camara funcione de forma reproducible durante el periodo de
prueba (ASTM 3273-00, 2005).

Basicamente, el procedimiento consistié en suspender rectangulos de cueros “wet-blue”
tratados con las muestras A, B y P en sus dos concentraciones (es decir, A1, B1, P1y A2,
B2, P2) y sin tratar (control sin biocida) sobre el suelo en una camara de prueba
previamente inoculada con hongos filamentosos, en condiciones de calor y humedad
controladas (28 + 2 °C y humedad en saturacion). Luego, se evalué el desarrollo de los
mismos sobre el material expuesto durante un periodo de cuatro semanas. Las cepas de

hongos utilizadas para realizar el inoculo fueron Aspergillus sp. y Penicillium sp.

Es importante aclarar que, cada ejemplar fue colocado en el interior de la camara por

duplicado.

En la Figura 5.5 (a-b) se muestran dos fotografias (exterior e interior) de una camara
tropical.
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Figura 5.5. Camara Tropical comunmente empleada durante la evaluacion de la resistencia al

crecimiento fungico sobre cueros “wet-blue”: a) aspecto caracteristico externo de una camara

ambiental, b) Disposicién interna de los cueros en la camara.

Finalmente, los resultados se expresaron como porcentaje de superficie cubierta. Los

mismos seran presentados a continuacion en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Evaluaciéon de la resistencia fungica en Camara Tropical sobre cueros “wet-blue”.

Condiciones de ensayo: 28 = 2 °C y humedad en saturacion, durante 4 semanas. Cepas de
hongos empleadas Aspergillus sp. y Penicillium sp. Norma ASTM D 3273-00.
Semana  Wet-blue  Wet-blue  Wet-blue  Wet-blue Wet-blue Wet-blue Wet-blue
de
Control P1 P2 A1 A2 B1 B2
Ensayo
1 40 % slc slc 40 % slc slc slc
2 80 % slc slc 40 % slc slc slic
3 100 % slc slc 80 % 50 % 40 % 10 %
4 --- slc slc 80 % 80 % 60 % 10 %

s/c (sin crecimiento fungico), % (porcentaje de la superficie cubierta).
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Observando los resultados proporcionados por la Tabla 5.2, podemos concluir que:

Tanto el “wet-blue” Control (sin biocida) como el Producto Comercial en sus dos
concentraciones “P1 y P2”, se comportaron satisfactoriamente durante el ensayo. Los

mismos fueron utilizados como control positivo y negativo respectivamente.

Comparando el Producto A respecto a los controles antes mencionados se observo que,
A1y A2 (concentracion 1 y 2 del producto A) no alcanzaron a contener el crecimiento
fungico de manera eficiente. A pesar de manifestar un mejor desempenio, la proteccion
por parte de A2 tampoco fue satisfactoria en la tercera y cuarta semana, donde los
hongos continuaron su crecimiento hasta cubrir un 80 % la superficie de cuero ensayado.
Es importante destacar que, se recomienda que las muestras (cueros tratados con

compuestos antifungicos) alcancen la cuarta semana sin crecimiento.

Ahora bien, si comparamos el desempefo del Producto B respecto al control y al
producto comercial, se observdé que B1 y B2 (concentracion 1 y 2 del producto B)
funcionaron de manera diferente ya que, en la tercera semana, B1 manifiesta un 40 % de
superficie cubierta mientras que B2 lo hace solo en un 10 %. Es destacable entonces
afirmar que, en la cuarta semana, B2 logra mantener la inhibicion con un buen resultado:
10% de superficie cubierta. Probablemente, aumentando ligeramente su concentracion
podriamos conseguir un resultado 6ptimo, es decir, una muestra sin desarrollo fungico en

la cuarta semana del ensayo.

5.4.2.2 ASTM 4576-08: Porciones de Cueros “Wet-blue” en placa

Este método ha sido especificamente disefiado para evaluar la resistencia al crecimiento
fungico sobre cueros “wet-blue” (ASTM 4576, 2008).

Basicamente el procedimiento consistid en disponer en el centro de una placa de Petri
estéril y vacia una muestra de cuero “wet-blue” previamente tratada con los productos de
interés [productos A, B y P en sus dos concentraciones (A1, B1, P1 y A2, B2, P2) y un
control sin biocida). Luego, en dicha placa, se colocd lentamente Agar Papa Dextrosa
hasta alcanzar el nivel (altura o espesor) de la muestra de cuero sin llegar a cubrirla. Una

vez solidificado el agar, se inoculd la muestra con tres gotas de un inoculo preparado a
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base de Aspergillus sp. La disposicion de la siembra se realizé colocando una gota de

este sobre el trozo de cuero y dos gotas mas, una a cada lado del mismo (Figura 5.6).

Muestra de cuero “wet-blue”

Placa de Petri —p»

Gota de inoculo

Figura 5.6. Localizacion del inoculo en la muestra de cuero “wet-blue”. La disposicién de las tres

gotas de inoculo se muestran con la letra (x).

Luego, la placa (también su duplicado) se incub6 a 28 + 2 °C por un periodo de tres

semanas. Las lecturas de los resultados se realizaron a los 3, 7, 14 y 21 dias.

Para una buena comprension de los resultados es necesario establecer una escala de 0 a
4, en la cual cada numero representa el grado de crecimiento flingico observado sobre la
muestra de cuero “wet-blue” (no sobre el agar) en un periodo de tiempo dado. Donde,

cada numero significa lo siguiente:

% Grado 0: sin crecimiento fungico en la muestra de cuero o probeta.

% Grado 0.5: menos del 12 % de la superficie de la probeta cubierta por hongos.
< Grado 1: 25 % de la superficie de la probeta cubierta por hongos.

% Grado 2: 50 % de la superficie de la probeta cubierta por hongos.

% Grado 3: 75 % de la superficie de la probeta cubierta por hongos.

% Grado 4: 100 % de la superficie de la probeta cubierta por hongos.
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Es importante aclarar que, el desarrollo fungico presente en la periferia de la probeta (sin

tocar la misma) puede ser considerado como Grado 0.

En la Figura 5.7 (a-b) podemos apreciar dos fotografias del ensayo realizado para el

Producto Comercial en su concentracion 1 (P1) a medida que transcurria el tiempo.

Figura 5.7. Evaluacién de la resistencia fungica en placa sobre cueros “wet-blue” (probeta)
tratados con un producto comercial (Bio F-36, Pellital S.A.) en su concentracion 1 (P1): a) fotografia
tomada a los 7 dias de ensayo sin desarrollo sobre la probeta (Grado 0), b) fotografia tomada a los

14 dias de ensayo con desarrollo sobre la probeta (Grado 3).

Los resultados conseguidos mediante este Ultimo ensayo seran presentados a

continuacion en la Tabla 5.3.
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Tabla 5.3. Evaluacién de la resistencia flingica en placa sobre cueros “wet-blue”. Condiciones de
ensayo: 28 t 2 °C durante un periodo de tres semanas (lectura de los resultados a los 3, 7, 14 y 21

dias). Cepa de hongo empleada Aspergillus sp. Norma ASTM D 4576-08.

Dias de Wet-blue  Wet-blue  Wet-blue Wet-blue Wet-blue Wet-blue Wet-blue

Ensayo

Control P1 P2 A1 A2 B1 B2
3 Crec. en Grado 0 Grado 0 Crec. Crec. Crec. Crec.
periferia similar al  similaral  similaral  similar al
control control control control
7 Grado 4 Grado 0 Grado 0 Grado 4 Grado 2 Grado 3 Grado 1
14 - Grado 3 Grado 1 - Grado 4 Grado 4 Grado 2
21 - Grado 4 Grado 3 - Grado 4

Grado 0 (sin crecimiento fungico en la muestra de cuero o probeta), Grado 0.5 (menos del 12 %),
Grado 1 (25 % de desarrollo), Grado 2 (50 % de desarrollo), Grado 3 (75 % de desarrollo) y Grado
4 (100 % de desarrollo).

A raiz de los resultados conseguidos podemos afirmar que:

Los controles, tanto positivo (“wet-blue” sin biocida) como negativo (Producto Comercial
en sus dos concentraciones “P1 y P2”), se comportaron satisfactoriamente durante el

desarrollo del ensayo en placa.

Si comparamos el desempefio Producto A con respecto al del Producto B, la
concentracion mas baja de éste ultimo (B1) se comportd6 de manera similar a la
concentracion mas alta del primero (A2). Por otro lado, el producto B en su concentracion
mas alta (B2) obtuvo un buen resultado respecto al producto A, pero sin alcanzar al

producto comercial a la misma concentracion (P2).

Asimismo, es destacable el comportamiento de B2 a los 14 dias de lectura con un 50 %
de la superficie de la probeta cubierta por hongos (Grado 2) mientras que se observa un

25 % de crecimiento fungico (Grado 1) para P2 durante el mismo periodo de lectura. Este
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resultado fue considerado de gran valor por el personal del Laboratorio de Microbiologia

del INTI-Cueros.

Finalmente, los detalles de los procedimientos empleados durante las pruebas de
desempefio en cueros (punto 5.4 de esta tesis) pueden apreciarse en el ANEXO, mas

precisamente en el informe realizado por el INTI-Cueros.
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6 CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo estan fundamentadas en la base de los objetivos

alcanzados y los resultados experimentales obtenidos.

Durante el desarrollo de esta Tesis se abarcaron estudios en diferentes campos como ser
el de la Quimica Organica, en sus aspectos tedricos y practicos; la Fisicoquimica, en lo
que respecta a estudios de tension superficial y concentraciones micelares criticas; la
Tecnologia Quimica, en cuanto al escalado del proceso reactivo, pruebas de eficacia
controlada en planta piloto y recomendacion del producto; y la Microbiologia, herramienta
sin la cual las propiedades bioldgicas (tanto ‘in vitro” como sobre cueros) de los

compuestos sintetizados no podrian haberse evaluado.

En general, desarrollando una estrategia de sintesis intencionalmente dirigida fue posible

obtener con éxito ocho nuevos surfactantes del tipo gemini de naturaleza no idnica y

cationica de longitud de cadena hidrocarbonada variable (Cg-C12-C+g) y de diferente
naturaleza (insaturada y perfluorada). Ademas, se logré sintetizar satisfactoriamente dos
tensoactivos monomeéricos no ioénico y catiénico con 12 atomos de carbono en la region

hidrofébica de la molécula (ver Capitulo 2).

El primer paso para la obtencion de los compuestos entes mencionados fue la sintesis de
la molécula espaciadora N-acetildietanolamina (2), la cual fue conseguida con un

rendimiento del 91% (porcentaje de recuperacion de producto puro).

Una segunda etapa consistié en la sintesis del intermediario “llave” (3) a partir de la N-
acetildietanolamina empleando Catalisis por Transferencia de Fases. Este paso resultd
clave para la posterior preparacion de los nuevos surfactantes gemini. La obtencion fue
llevada a cabo con un buen rendimiento (obteniéndose un 80% de producto aislado) y una
excelente regioselectividad (pues no se observd el producto monosustituido). La
conduccién de la reaccién de eterificacion en sistemas heterogéneos (CTF) sdlido-liquido
empleando bisulfato de tetrabutilamonio (TBAB) como catalizador de transferencia de
fases resultd exitosa y conveniente, ya que no requiere de la utilizacion de disolventes

polares aproticos.

Antes de continuar con la obtencién de los compuestos gemini, fue necesario llevar a
cabo la sintesis de tres aminas grasas terciarias de longitud de cadena variable (Cs-C12-
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Cis) asi como también la sintesis de la N,N-dimetilfarnesilamina y la N,N-dimetil-
perfluorooctil-propilamina. Asi, los productos sintetizados se obtuvieron en muy buenos
rendimientos y fueron seguidamente empleados en la siguiente etapa, la obtencién de las

moléculas tensoactivas diméricas.

En cuanto a la sintesis de los surfactantes del tipo gemini (4 a-h), la misma se realizd
mediante la aminoalquilacion del intermediario llave con aminas grasas primarias y
terciarias de longitud de cadena variable Cg-C1,-C4g y diferente naturaleza (insaturada y
perfluorada) Estos procedimientos y la posterior purificacion de dichas moléculas
permitieron obtener a los surfactantes no iénicos (4 a-c) como compuestos puros aislados
en un 40, 33 y 30 % respectivamente. De igual modo, los surfactantes catiénicos (4 d-h)
fueron obtenidos como compuestos puros aislados en un 92, 61, 39, 30 yv 45 %
respectivamente. Es importante dejar en claro que, a pesar de haber conseguido
conversiones altas en cada una de las reacciones de obtencion de los gemini antes
mencionados, los rendimientos de los productos puros fueron bajos debido a la dificultad
encontrada (fuerte interaccion hidrofébica entre el producto y una impureza) a la hora de

llevar adelante las purificaciones.

Empleando las mismas rutas sintéticas y procedimientos experimentales, se prepararon
dos moléculas monoméricas no iénica y catidnica (7 a-b) de longitud de cadena
hidrocarbonada intermedia o Ci, con el objetivo de comparar el desempefio o
comportamiento de dichos analogos monoméricos frente a los compuestos gemini de
igual longitud de cadena, no i6énico y catidnico (4b y 4e). Asi, los compuestos 7a 'y 7b

fueron obtenidos con un rendimiento del 86 y 80 % respectivamente.

Con respecto al estudio de las propiedades fisicoquimicas de los compuestos sintetizados

y segun los resultados presentados en el Capitulo 3 podemos afirmar que, realizando
medidas de tension superficial y por medio de la construccion de las gréficas
correspondientes para cada compuesto [Tension Superficial (mN/m) vs. Log
Concentracion (Log M)], fue posible estudiar el comportamiento de las moléculas
cationicas sintetizadas 4d-h y 7b. Los compuestos catiénicos fueron ensayados debido su
buena solubilidad en medio acuoso. Las propiedades tensoactivas y de agregacion de los
compuestos no iénicos 4a-c y 7a no pudieron ser determinadas debido a su baja
solubilidad en agua y a que fueron incapaces de mantener una emulsion estable. A partir

de estos estudios y dados los valores de CMC, Cy, Yome, PCa0, CMC/Cy, 'y A,
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concluimos que la serie de compuestos catidnicos sintetizados presentd buenas
propiedades activas de superficie y de agregacion. De la serie, se destacan
principalmente los gemini 4f y 4h que muestran valores de pCy de 4.31 y 4.61 y valores
de CMC de 2.19x10* M y 6.21x10™ M respectivamente.

Utilizando un procedimiento simple y eficaz para medir la actividad antimicrobiana, como

lo es la técnica de dilucidon en caldo, se evalu6 el desempeino de las moléculas sintéticas
obtenidas frente a diferentes especies de hongos tales como: Candida albicans ATCC
64548, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, Candida parapsilosis ATCC 22019,
Candida parapsilosis (aislamiento regional), Aspergillus niger ATCC 16404 y Alternaria sp.

Ademas, para cotejar los valores de CIM obtenidos se ensayaron dos compuestos de
referencia: Fluconazol (derivado azdlico de uso clinico y de elevada actividad antifungica)
y Bio F-36 (conservante empleado en la curticion de pieles a base de TCMTB y un

derivado carbamico).

De manera general, a partir de los valores presentes en las Tablas 4.3 y 4.4 (Capitulo 4),
podemos afirmar que los compuestos ensayados (4a-h) y (7a-b) demostraron ser activos

biolégicamente frente a los microorganismos evaluados.

Observando el comportamiento de todos los compuestos podemos concluir que: frente al
grupo de levaduras y mohos, 4b, 4e y 4f resultaron ser las estructuras mas potentes. La
actividad inhibitoria maxima (valor de CIM mas pequeno) fue encontrada para 4f frente a
C.parapsilosis ATCC 22019 con 0.25 ug/ml. Los compuestos 4b y 4e mostraron actividad
antifungica efectiva y similar para todas las cepas estudiadas. En general, las moléculas
menos activas fueron 4a, 4d y 4h. Los analogos monoméricos 7a y 7b demostraron ser
considerablemente menos activos en comparacion con los surfactantes diméricos de igual
longitud de atomos de carbono en la porcion hidrofébica de la molécula (4b y 4e). Por otro
lado, los resultados muestran que, en general, S.cerevisiae ATCC 9763 fue el
microorganismo mas sensible. En contraste, el aislamiento regional de C.parapsilosis fue
la levadura mas resistente. En el caso de los hongos filamentosos A.niger ATCC 16404

resulto ser mas resistente que Alternaria sp.

Por otro lado, los valores de CIM obtenidos para los compuestos gemini fueron
comparables (y en muchos casos superiores) a los valores conseguidos para los

antifungicos de referencia: Fluconazol y Bio F-36.
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Debido a lo resaltado anteriormente, las moléculas 4b y 4e fueron seleccionadas para ser
escaladas (con el fin de transferir los resultados como un aporte novedoso para el sector
productivo) por su destacado desempeno en general, demostrada accion antifungica y
bajo costo de produccion. Para llevar a cabo dicho proceso se utilizd un Reactor

Discontinuo de Tanque Agitado. Ambos compuestos fueron preparados a mayor escala y

formulados de manera adecuada para luego ser enviados al Instituto Nacional de
Tecnologia Industrial (INTI — Cueros) para su evaluacién como agente antifungico (o

preservante) en el proceso de fabricacion de cueros.

Finalmente, el desempefio del compuesto 4e (Muestra B en la concentracion 2, “B2”) fue
satisfactorio y considerado de gran valor por el INTI-Cueros (ver Capitulo 5). A raiz de
esto, podemos afirmar que dicha molécula presenta las mayores ventajas a nivel

tecnoldgico.

En vista de estos resultados se recomienda continuar con los estudios necesarios para
poder proponer a este ultimo compuesto como una alternativa eficiente y menos nociva
para el hombre y el medio ambiente con el fin de controlar el desarrollo fungico sobre
cueros, favoreciendo el rendimiento econdmico de la industria curtidora argentina.

Algunos de los posibles estudios a realizar podrian ser:

% Pruebas toxicolégicas o de impacto ambiental del compuesto sintetizado (4€)

+ Aplicacion del mismo en una concentracion ligeramente mayor a “B2” durante la

obtencion del cuero “wet-blue”

% Ensayos de sinergismo con Bio F-36 (Pellital S.A.) de manera de poder disminuir
la cantidad de TCMTB empleada en la actualidad durante la manufactura del cuero

debido a su elevada toxicidad.

En conclusién, ademas de poder funcionar como nuevos antifungicos, los gemini poseen
otras ventajas. Pueden ser preparados en el laboratorio por sintesis quimica, evitando
fermentaciones bacterianas como en el caso de los muchos antifungicos. La variedad de

moléculas que pueden ser preparadas por sintesis es versatil y grande, los métodos de
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preparacién no estan agotados y ofrecen un amplio campo para la investigacion. Los
productos tienen propiedades tensoactivas definidas que les confieren una mejor
solubilidad en medios acuosos y no acuosos y una mayor capacidad de penetracion sobre

superficies tales como cueros, pieles, maderas, etc.

Finalmente, no queriamos dejar de mencionar que, parte de los resultados obtenidos
durante la realizacion de esta tesis han sido divulgados por intermedio de la siguiente

publicacién cientifica:

v" Murguia M, Machuca L, Lura MC, Cabrera MI, Grau R. Synthesis and Properties of
Novel Antifungal Gemini Compound Derived from N-Acetyldiethanolamines.
Journal of Surfactants and Detergents. 11, 223-230 (2008). DOI 10.1007/s11743-
008-1076-4 - ISSN 1097-3958.

Asimismo, es nuestro interés destacar que, muchos de los resultados conseguidos en
este trabajo formaran parte de una patente de invencién. La misma se encuentra en

redaccion para ser presentada ante las oficinas del CETRI-UNL.
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ANEXO
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SABOURAUD CALDO.

Este medio, conocido también como medio de antibidticos N° 13, se usa para el

aislamiento y cultivo de hongos y levaduras.

Fundamento
Las peptonas de carne y caseina suministran las fuentes de nitrégeno y carbono
necesarios para el crecimiento de bacterias y hongos. La glucosa es la fuente de energia

para aquellos organismos capaces de fermentarla.

Férmula (en gramos por litro) Instrucciones
Tripteina 5.0 Suspender 30 g del polvo en un litro
Peptona de carne 50 de agua destilada. Mezclar

vigorosamente. Distribuir y esterilizar
Glucosa 20.0 en autoclave a 121°C durante 15
minutos.

pH final: 5.7 £ 0.2

Siembra

Consultar referencias de métodos recomendados.

Incubacion
En aerobiosis, a 22-25 °C y/o a 35-37 °C, preferiblemente con las tapas a rosca flojas.
El tiempo de incubacién ser4 de hasta 28 dias o dependera del hongo que se esté

buscando.

Resultados
El crecimiento se evidencia por la aparicion de turbidez. Los subcultivos deben realizarse

para obtener cultivos puros.

Microorganismos Crecimiento
Candida albicans Bueno

Trichophyton mentagrophytes Bueno



Caracteristicas del medio

Medio preparado: ambar claro

Almacenamiento:
Medio deshidratado: a 10-35 °C.
Medio preparado: a 2-8 °C.

Presentacién

x 100g :Cddigo: B02-178-05 x 5009 :Codigo: B02-178-06



ESTANDAR DE TURBIDEZ 0.5 McFarland.

APPENDIX B (M27-A2, NCCLS).
McFarland 0.5 Barium Sulfate Turbidity Standard.

To standardize de inoculums density, a BaSO, turbidity standard is used (0.5 McFarland

standard).
The procedure consists of the following steps:

(1) Prepare this turbidity standard by adding 0.5 ml of 0.048 mol/L BaCl, (1.175% w/v
BaCl; x 2H,0) to 99.5 ml of 0.18 mol/L H,SO,4 (1% v/iv).

(2) Verify the correct density of the turbidity standard by using a spectrophotometer
with a 1-cm light path and matched cuvette to determine the absorbance. The
absorbance at 625 nm should be 0.08 to 0.10 for the McFarland standard.

(3) Distribute 4 to 6 ml into screw-cap tubes of the same size as those used in growing

or diluting the broth culture inoculum.
(4) Tightly seal these tubes and store them in the dark at room temperature.

(5) Vigorously agitate this turbidity standard on a mechanical vortex mixer just before

use.

(6) Replace standards or recheck their densities three months after preparation.



® PEULTFUL -
Blo F-36

Descripcion del Conservante técnico para ser usado en la curticion de pieles a
producto: base de TCMBT [2-Thio-cyanomethylthio-benzothiazole] y
derivado carbamico.
Previene y evita la formacién de mohos durante la curticion y el
almacenamiento de pieles humedas, en estado wet-blue.
Funguicida apropiado para la curticion al cromo, vegetal y curtidos
libres de cromo.
Accién sinergética de sus principios activos que confiere una
proteccién adicional a la superficie de las pieles curtidas.
Este producto ha sido especialmente formulado para moderar
su_toxicidad vy reducir la irritacion de la piel y membranas
mucosas de los usuarios.

Caracteristicas Aspecto: Liquido transparente, color ambar
del producto: Solubilidad: Emulsionable en agua.

Olor: Caracteristico.

pH: (sol. 1% en agua P/P) 20-40
Désis: Dependen de la duracion del almacenamiento previsto para las

pieles en estado humedo, del contenido de grasa y espesor. Si se
usan enmascarantes en el curtido o si se trata de pieles de alto
contenido de grasa natural debe aumentarse la ddsis, por esta
razén facilitamos sélo datos orientativos: 1,2 — 2,0 Kg de BIO F-36
por tonelada de piel en tripa a curtir (0,12 % - 0,20 % sobre el peso
de la piel en tripa).

Para la preservacion de descarnes wet blue procedentes de el
dividido de cuero integral se lo puede rociar con una diluciéon de
BIO-F-36 de 1 a 3 litros en 200 de agua al salir de la maquina de

dividir.
Medidas de Almacenamiento: Manipular con guantes de goma, gafas
precaucion: protectoras y vestimenta de proteccion adecuada.

Evitar contacto con la piel e inhalacién de la nube de pulverizacion.
Las salpicaduras en piel y ojos deben lavarse con abundante agua
y durante largo tiempo las zonas afectadas. Quitar las ropas
humedecidas.

Ver nuestra hoja de seguridad vigente y observar bien las
instrucciones de las etiquetas de nuestros envases.

Mantener los envases bien cerrados y procurar buena ventilacion
del recinto de trabajo.

Toda la informacion dada es correcta y se ofrece solo como orientacion sin compromiso, pues su empleo esta fuera
de nuestro control. El usuario debera asegurarse que la misma sea apropiada para el uso que hara de ella,
cumpliendo bajo su responsabilidad con leyes y disposiciones vigentes



B PEULTINL -
Bilo F-36

Modo de empleo: Para conseguir una buena distribucion, 1 parte de BIO F — 36
debe ser emulsionado en 1 parte de agua y agregado al fulén en
movimiento, después de los acidos de piquelado o como tarde
con la dltima porcion de cromo. La emulsién preparada no debe
guardarse, debe usarse rapidamente.

Puede agregarse también la primera mitad de la dosis al principio
de la curticion y la segunda mitad de la dosis al final de la misma.
Si después de la curticion los cueros son lavados o divididos
debera aplicarse una nueva dosis de protecciéon en la superficie.
Ejemplo de aplicacion:
Piquelado 100,00 % Pieles en tripa desencaladas,
purgadas y divididas.
60,00 % Agua a 20 °C
7,00 % Sal
100 % ALKAPELL W 20 min.
Control: °Be: 7,5
0,80 % Acido Formico 85 % 30 min.
1,20 % Acido Sulfdrico 98 % .
0.10 % BIO F-36 (1:1 agua a 30°C) 120 min.
Control bafio pH: 2,6 — 2.8
Control cuero: VBC Amarillo.
Curtido 3,00 % Cromosal B 60 min.
3,00 % Cromosal B
0,08 % F-36 (1:1 agua a 30°C)
0,70 % OPALOIL QS
0,80 % FISOCROM AG 120 min.

Basificar

Garantias: Esta informacidon se ofrece segun el estado actual de nuestros
conocimientos y pretenden aclarar sobre nuestros productos y sus
posibles aplicaciones. No podemos garantizar propiedades
especificas de preparados finales, ni su aptitud para usos
concretos.

No existe ningin biocida que brinde una conservacion
absolutamente sequra, ya gue ocasionalmente surgen
microorganismos gue han desarrollado resistencia o bien no
han sido investigados aun.

Recomendamos realizar pruebas de efectividad constantemente, a
fin de reforzar la proteccion si fuera necesario.

Envases: Bidones de 60 Lts. - Tambores de 200 Lts.

Toda la informacion dada es correcta y se ofrece solo como orientacion sin compromiso, pues su empleo esta fuera
de nuestro control. El usuario debera asegurarse que la misma sea apropiada para el uso que hara de ella,
cumpliendo bajo su responsabilidad con leyes y disposiciones vigentes
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1 Identificacion del producto v de la sociedad o empresa
Datos del producto

Nombre comercial: BIO F - 36
Productor / Proveedor: PELLITAL S.A.

Tucuman 3275 (1644) Victoria, Buenos Aires, Republica Argentina.
Tel.: (5411) 4745-7557/7610, 4746-3981, 4512-4352/4353 y 4549-1466.
Fax: (5411) 4746-3994. E-mail: hferral@pellital.com.ar

2 Composicion /informacidén sobre los componentes

Caracteristicas quimicas

Descripcion: Combinacion de TCMTB (2-tiocianometil-tiobenzotiazol) con alquil 2-bencimidazol carbamato y alcoholes
grasos etoxilados como emulsionantes.

Sustancias peligrosas contenidas:

CAS N° Designacién indice Frases - R % Porcentaje

21564-17-0 TCMTB CyXn aprox. 30%.

3 Identificacion de los peligros

Denominacién del peligro: Suprimido.

Aviso especial sobre peligros para personas y medio ambiente: Corrosivo y Nocivo.

Sistema de clasificacion: La clasificacién corresponde a las listas de: la Secretaria de Obras Publicas y Transporte de
la Republica Argentina (S.0.P.T.R.A.), de las Naciones Unidas y de la Comunidad Econ6mica Europea (CEE),
afnadiéndose datos procedentes de la literatura especializada y relativos a empresas.

4 Primeros auxilios

Contacto con la piel: Eliminar toda prenda contaminada con el producto. Lavar con abundante agua fria y jabon la
zona afectada. Si persiste irritacion consultar con un médico.

Contacto con los ojos: Lavar con abundante agua corriente, manteniendo los parpados bien abiertos durante 15
minutos aproximadamente. Si persiste irritacion consulte a un médico.

Inhalacién: Alejar a la persona del ambiente polucionado. Llevarla al aire libre. Si no respira darle respiracion artificial.
Ingestidn: Enjuagar con mucha agua. No inducir al vdmito. No dar a beber leche ni aceite. Llamar al médico.

5 Medidas de lucha contra incendios

Sustancias extintoras adecuadas: Polvo extintor, espuma arena seca, didéxido de carbono y/o agua para refrigerar.
Combatir incendios grandes con chorro de agua o espuma.

Equipo especial de proteccion: Requiere medidas especiales: mascara con filtro para vapores y ropa adecuada de
proteccion.

Otras indicaciones: En caso de incendio puede(n) desprenderse: gases nitrosos y/o didxido de azufre.

6 Medidas que deben tomarse en caso de vertido accidental

Medidas de proteccién relativas a personas: Mantener alejadas a distancia a todas aquellas personas ajenas al
sector.

Medidas de proteccidon para el medio ambiente: Evitar su canalizacion a desagies, alcantarillados o cuerpos de
agua superficiales.

Procedimiento de limpieza / recoleccion: Peligro de resbalamiento. Recoger con material absorbente (arena, tierra,
etc.) en envases plasticos y disponer segin normas internas. Cualquier descarga en el area publica debe notificarse a
las autoridades.
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7 _Manipulacién y almacenamiento

Manejo - Instrucciones sobre la manipulacion segura: Evitar inhalar los vapores. No ingerirlo. Trabajar con la
ventilacion adecuada. Utilizar guantes de PVC.

Instrucciones sobre la proteccion contra incendios y explosiones: Manténgalo alejado del calor. Cuando se utilice
el producto en ambientes cerrados o0 se calienta por encima de la temperatura ambiente se recomienda ventilacién
mecanica a prueba de explosién.

Almacenaje-Cualidades requeridas de almacenes y recipientes: Mantener en recipientes cerrados. No manipular
cerca de llamas.

Instrucciones sobre el almacenaje combinado: No almacenar junto a agentes oxidantes fuertes y/o acidos.
Instrucciones adicionales sobre las condiciones de almacenaje: Proteger de altas temperaturas y las heladas. El
tiempo de almacenamiento no deberia exceder un afio.

8 Control de exposicion / proteccion individual

Componentes de valores limites a vigilar con repercusiones al lugar de trabajo: Suprimido.

Medidas generales de proteccion e higiene: Deben respetarse las medidas regulares de seguridad para el manejo
de productos quimicos.

Proteccion respiratoria: Mascara con filtro para gases y vapores organicos.

Proteccion a las manos: Guantes de PVC.

Proteccion a los ojos: Gafas protectoras o pantalla facial contra salpicaduras quimicas.

Proteccion al cuerpo: Ropa protectora de trabajo (delantales impermeables).

9 Propiedades fisicas y quimicas

Estado fisico: Liquido transparente.

Color: Rojizo ambar.

Olor: Caracteristico.

pH (sc. 1 % P/P a 20°C): 20-4.0

Peso especifico: Aprox. 1.07 -1.20 g/ml 20°C

Solubilidad y emulsioén: Emulsion 1% en agua: color blanco, estable.

10 Estabilidad y reactividad

Plazo de vida util: 1 afio en condiciones normales de almacenaje.

Condiciones a evitar: No se descompone con uso adecuado. No almacenar en recipientes metdlicos.

Corrosivo para metales. Los recipientes vacios sin limpiar pueden contener gases del producto que pueden ocasionar
mezclas explosivas.

Sustancias a evitar: Agentes oxidantes fuertes y/o acidos.

Productos peligrosos de descomposicion: Puede generar gases por combustion: dioxido de azufre y/o gases
nitrosos.

11 Informaciones toxicolégicas

Toxicidad aguda: Suprimido.

En la piel: Irritante al aparato respiratorio.

En los ojos: Efecto irritante a los ojos.

Sensibilizacion: Puede causar sensibilizacién en contacto con la piel.

Datos adicionales (sobre la toxicologia experimental): Los datos toxicolégicos de este producto no han sido
determinados mediante experimentos. Los datos derivan de la evaluaciéon o de los resultados de analisis de productos
similares (analogismo). No hay evidencia de potencial mutagénico.

Instrucciones adicionales toxicolégicas: EIl producto resulta irritante a los ojos, al aparato respiratorio, a la mucosa
nasal y la cavidad oral.
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12 Informaciones ecolégicas

Instrucciones ecolégicas adicionales: No introducir en plantas depuradoras adaptadas biolégicamente, por su
propiedad bactericida. Peligroso para los organismos acuaticos.

Aviso AOX: Por las substancias contenidas, que no contienen halégenos organicamente ligados, este producto no
puede contribuir a la carga AOX de las aguas residuales.

Segun la receta, contiene los siguientes metales pesados y combinaciones: Segun nuestros conocimientos
actuales el producto no contiene metales pesados 0 sus compuestos.

Instrucciones generales: De momento no disponemos de valorizaciones ecotoxicolégicas. No debe filtrarse grandes
cantidades no diluidas en las aguas subterraneas, ni publicas, ni en el alcantarillado.

13 Consideraciones relativas a la eliminacion

Producto - Recomendacion: No debe ser eliminado junto con la basura doméstica. No debe llegar al alcantarillado.
Eliminacién conforme a las disposiciones legales.

Envases sucios - Recomendaciones: Eliminacién conforme a las disposiciones legales.

Medio recomendado de limpieza: Agua, eventualmente con aditivos de limpieza.

14 Informaciones relativas al transporte (terrestre, maritimo y aéreo)
Transporte terrestre (S.0.P.T.R.A. d/N° 195/97):

Clase GGVS/E: Clase=8 y Clase=6

Naciones Unidas N° 3265

Cadigo de riesgo: 86

N° de guia: 154

Grupo de embalaje: 1l

Denominacion del flete: Liquido corrosivo acido organico n.e.o.m.*

Transporte maritimo:

Clase IMDG: Clase=8 y Clase=6

Naciones Unidas N°: 3265

Denominacion del flete: Liquido corrosivo acido organico n.e.o.m.*

Transporte aéreo:

Clase ICAQO/IATA: Clase=8 y Clase=6

Naciones Unidas N°: 3265

Denominacion del flete: Liquido corrosivo acido organico n.e.o.m.*
“Segln guia de emergencias quimicas, secretaria de politica ambiental de la provincia de Buenos Aires Afio

1998".
* n.e.0.m.= no especificado otro material.

15 Informaciones reglamentarias

Distincidn segun las directivas de la CEE: Clase =8 y Clase=6

Naciones Unidas N°: 3265, Cédigo de riesgo: 86, N° de guia: 154, Grupo de embalaje: III.

Letra distintivay denominacion de peligro del producto: C= Corrosivo y Xn = Nocivo.

Componentes determinantes del peligro para fines del etiquetado: El producto no estd sometido a etiquetaje
obligatorio en virtud del método de calculo de la S.O.P.T.R.A. disposicion N° 195/97 y de la Directiva General de
Clasificacion sobre Elaboraciones de la CEE.

16 _Otras informaciones

Los datos se basan sobre el estado actual de nuestros conocimientos, pero no constituyen garantia alguna de
cualidades del producto y no generan ninguna relacion juridica contractual.

Sector que expide la hoja de datos: Oficina técnica: Sr. Hernan Ferral.

05-08--729
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Solicitante: UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL T naTE
Domicilio: Av. Pellegrini 2750 — 3000 Santa Fé

Fecha de Informe: 15 de Septiembre de 2009 N° de Informe: 2206
Tipo de Informe: Informe Unico N°de O.T.: 5526

INFORME DE ENSAYO

I. OBJETIVO.

Evaluar la eficacia antifingica en cueros “Wet-blue™ (1) por ensayos de Laboratorio. de
dos productos de desarrollo, A y B remitidos por el solicitante, luego de la aplicacion en Planta de
Curtiduria de INTI Cueros,

1. MUESTRA.
Fecha de recepcion:
Descripeion: Muestras.

como: N° CITEC 2009 |
Muestra A C-638
Muestra B C-639

I1I. PROCEDIMIENTO.

1- Aplicacion de Productos en Planta de Curtiduria. Obtencion de Wet-blue : Cuero humedo con sales
basicas de cromo trivalente. Ver en resuliados: Procedimiento interno utilizado.

2- Ensayo realizado tomando como base a la Norma ASTM D 3273-00. (Reapproved 2003).
Standard Test Method for resistance to growth of mold on the surface of interior coatings in an
environmental chamber.

3- Norma ASTM D 4576-08. Standard Test method for Mold Growih resistance of wet blue.

IV. RESULTADOS.

IV.1 OBTENCION DE CUEROS WET BLUE: APLICACION DE PRODUCTOS
REMITIDOS A Y B.

Se trabajo con dos pieles vacunas depiladas sin dividir (espesor integral). Se descartaron las
cabezas. y el resto se divide en ocho trozos cada piel.
Todos los trozos se desencalan durante 24 horas en un bafio 300 % de agua y 1. 5 % de dcido
oxalico (ambos porcentajes con respecto al peso de la piel depilada: peso tripa) logrando un pH
final cercano a 8.

&

il podeé ser reproduc sin la autorizacién escrita del Laboratorio. Los resutados Instituta Nacional de Tecnologia Industiial
consignados se refi i alos o ibidos, el INTI y su Centro de Investigadidn Centro de Imvestigacion y Desanrelld del Cuera
y Desartollo del Cuero declinen toda responsabilidad por ¢l uso indebido o Incorrecto que se hiciere
de este informe. Camino Centenaiia entrz 505y 508

Casilla de Correo 6

B1897ZCA Manuel B. Gonnet, Buenos Aires, Argentina
Teléfonorfax (34 221) 484 02441876

£-mall: cuerosEinti.gow ar
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La distribucion de los trozos es la siguiente:

PIEL1 PIEL2

CONTROL: Sin aplicacion de biocida.

Al: aplicacion de Biocida Formulado A en la concentracion 1 (0,10 % sobre peso tripa)
A2: aplicacién de Biocida Formulado A en la concentracion 2 (0.25 % sobre peso tripa)
B1:aplicacion de Biocida Fi lado B en la concentracion 1 (0,10 % sobre peso tripa)
B2: aplicacion de Biocida Formulado B en la concentracion 2 (0,25 % sobre peso tripa)
P1: aplicaci6n de Biocida Comercial en la concentracion 1 (010 % sobre peso tripa)
P2: aplicacion de Biocida Comercial en la concentracion 2 (0,25 % sobre peso tripa)

Observaciones: dos horas antes de comenzar la aplicacion del Biocida A. Se observo que este
producto presentaba dos fases. El producto fue agitado antes de su pesada y diluido en agua tibia
(igual que en las otras variantes) para formar la emulsion. antes de su incorporacion al fuldén de
proceso.

v e Pl it a lag el arites en La primer foja, anverso y teversos

=]
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Las formulaciones de aplicacién se detallan a continuacion:
Experiencia: |- Biocida formulado A / concentracion |

Trozos nimero: 2/ 16

Peso: 4,100 kg
Lavado
agua 25°C 150%
tiempo 15 min., escurrir
Piguelado
agua 20°C 80%
sal comiin 9%
marcha 10 min., controlar densidad BEBS-T7.0
formiato de sodio 0,7%
marcha 20 min.
acido sulfirico concentrado 1.2 % (diluido 1:20)
marcha 60 min.
Biocida A 0,06 %
60 min. pH 3,0 - 3.2 . corte al verde bromo cresol = amarillo
4cido formico 1.5%
marcha 90 min,
Curtido
Chromosal B (curtiente) 35%
marcha 60 minutos, subir |a temperatura a 30°C
Chromosal B 35%
Biocida A 0,04 %
marcha 60 min.
Blancorol MR (basificante) 5%

marcha 60 minutos, lemperatura 30
marcha 60 minutos, pH 3,8 - 4,0 subir la temperatura 45 °C
marcha 10 minutos/hora nocturno

escurrir el bafo y colocar sobre caballete cubierto.

w
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Experiencia: 2- Biocida formulado B / concentracion 1
Trozos namero: 8/ 10
Peso: 5,100 kg

Lavado
agua 25°C 150 %
tiempo 15 min., escurrir

Piquelado
agua 20°C
sal comin
marcha 10 min., controlar densidad

formiato de sodio 0.7 %
marcha 20 min.

acido sulfiirico concentrado 1,2 % (dilufdo 1: 20)
marcha 60 min.

Biocida B 0,006 %
60 min. pH 3,0 - 3.2 | corte al verde bromo cresol = amarillo

acido formico 1.5%

marcha 90 min,

Chromosal B (curtiente) 35%
marcha 60 minutos, subir la temperaturaa 30°C

Chromosal B 35%

Biocida B 0,04 %

marcha 60 min.

Blancorol MR (basificante) 5%
marcha 60 minutos, temperatura 30 °C

marcha 60 minutos, pH 3.8 — 4,0 subir la temperatura 45 "C
marcha 10 minutos/hora nocturno

b escurrir ¢l bafio y colocar sobre caballete cubierto.
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3- Biocida Pellital / concentracion 1

Trozos nimero: 3/ 13
Peso: 3,700 kg

Lavado

Piguelado

Curtido

agua 25°C 150%
tiempo 15 min.. escurrir

agua 20°C 80 %

sal comin 9%

marcha 10 min.. controlar densidad “BE6S-7.0

formiato de sodio 0.7 %

marcha 20 min.
dcido sulfiirico concentrado 1.2 % (diluido 1: 20)
marcha 60 min.
Biocida 0,06 %

60 min. pH 3,0 - 3,2 , corte al verde bromo cresol = amarillo
acido férmico 1.5%

marcha 90 min.

Chromosal B (curtiente) 35%
marcha 60 minutos. subir la temperaturaa 30°C

Chromosal B 315%

Biocida 0,04 %

marcha 60 min.

Blancorol MR (basificante) 5%
marcha 60 minutos. temperatura 30 °C

marcha 60 minutos, pH 3,8 — 4.0 subir la temperatura 45°C
marcha 10 minutosthora nocturno

escurrir el bafio y colocar sobre caballete cubierto.

del presente Informe se hala suets a : ries en la primer foja, anverso y reversos
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Experiencia: 4- Control sin biocida
Trozos nimero: 1/5/11/15

Peso: 7.500 kg

Lavado

agua 25 °C 150 %
tiempo 15 min., escurrir

agua 20°C
sal comiin
marcha 10 min,, controlar densidad

formiato de sodio
marcha 20 min,

dcido sulfirico concentrado 1,2 % (diluido 1:20)
120 min. pH 3.0 - 3.2 ., corte al verde bromo cresol = amarilio

acido formico 1.5 %
marcha 90 min.

Curtido
Chromosal B (curtiente) 35%
marcha 60 minutos, subir la temperaturaa 30°C

Chromosal B 35%
marcha 60 min.

Blancorol MR (basificante) 5%
marcha 60 minutos, temperatura 30 °C

marcha 60 minutos, pH 3.8 — 4.0 subir la temperatura 45 °C
marcha 10 minutos/hora nocturmno

escurrir el baio y colocar sobre caballete cubierto.

B150 Y revarsoy 6
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Experiencia: 5- Biocida formulado A / concentracion 2
Trozos nimero: 6/ 12
Peso: 4,500 kg

Lavado
agua 25°C 150 %
tiempo 135 min., escurrir

Piquelado
agua 20°C
sal comiin
marcha |0 min.. controlar densidad

formiato de sodio
marcha 20 min.

dcido sulfiirico concentrado 1.2 % (diluido 1: 20)
marcha 60 min.

Biocida A 015 %
60 min. pH 3.0 - 3.2 . corte al verde bromo cresol = amarillo

4cido formico 1,5%
marcha 90 min.

Chromosal B (curtiente) 3.5%
marcha 60 minutos, subir la temperatura a 30°C
Chromosal B 35%
Biacida A 0,10 %

marcha 60 min.

Blancorol MR (basificante) 3%
marcha 60 minutos, temperatura 30 °C

marcha 60 minutos. pH 3.8 - 4.0 subir la temperatura 45 °C

marcha 10 minutos/hora nocturno
O\ escurrir el bano y colocar sobre caballete cubierto.

usidn del presente informe % halls sujeta a1as <l 1165 @ i primier fopa, anVes y feversas 7



inTt () Cueros

[ Pagina 8 de 12 |

[ Continuacién del informe N° 2206 |

Experiencia: 6- Biocida formulado B / concentracion 2
Trozos nimero: 4/ 14
Peso: 4,200 kg

Lavado
agua 25 °C 150 %
tiempao 15 min., escurrir

Piquelado
agua 20°C
sal comiin
marcha 10 min., controlar densidad

formiato de sodio
marcha 20 min.

acido sulfarico concentrado 1.2 % (diluido 1: 20)
marcha 60 min.

Biocida B 0,15 %
60 min. pH 3,0 - 3.2 . corte al verde bromo cresol = amarillo

dcido formico 1.5%
marcha 90 min.

Chromosal B (curtiente) 35%
marcha 60 minutos, subir la temperaturaa 30°C
Chromosal B 35%
Biocida B 0,10 %

marcha 60 min.

Blancorol MR (basificante) 3%
marcha 60 minutos, temperatura 30 °C

marcha 60 minutos, pH 3,8 —4,0 subir la temperatura 45°C
marcha |0 minutos/hora nocturno

escurrir el bafio y colocar sobre caballete cubierto.
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Experi a: 7- Biocida Pellital / concentracion 2

Trozos namero; 7/ 9

Peso: 3,400 kg
Lavado
agua 25°C 150 %
tiempo 15 min., escurrir
Piquelado
agua 20°C 80 %
sal comiin T
marcha 10 min.. controlar densidad °Bé6,5-7.0
formiato de sodio 0.7%
marcha 20 min,
dcido sulfirico concentrado 1.2 % (diluido I: 20)
marcha 60 min,
Biocida 0,15 %
60 min. pH 3.0-3.2 | corte al verde bromo cresol = amarillo
4cido férmico 1.5%
marcha 90 min,
Curtido

Chromosal B (curtiente) 3.5%
marcha 60 minutos, subir la temperaturaa 30°C

Chromosal B 35%
Biocidu 0,10%
marcha 60 min,

Blancorol MR (basificante) 5%
marcha 60 minutos, temperatura 30 °C

marcha 60 minutos, pH 3,8 — 4.0 subir la temperatura 45°C
marcha 10 minutos/hora nocturno

escurrir el bafio ¥ colocar sobre caballete cubierto.
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IV- 2. Resultados de la evaluacion de la resi ia fiingica en cueros wet-blue.

Condiciones de ensavo: Temperatura: 28 °C + 2°C, Humedad: En saturacion.
Cepas fingicas utilizadas: Aspergillus spp.. Penicillivm spp..

R Tabla 1. Evaluacién de
3273-00.

ia fungica en Cdmara Tropical. Norma ASTM D

Semana Wet blue | Wetblue | Wet blue | Wet blue | Wet blue | Wet blue | Wet blue
de CONTROL P1 P2 AL A2 B1 B2
Ensayo | (sin biocida)

1° semana 40% sic S 40% | SC Sic | S/C
2° semana 80% S/IC s/C 40% S/IC sic S/iC
3° semana 100% SIC siC %

RO EEE s0% | s0% | % | 0%
4° semana o SIC Sic 80% 80% 60% 10%

Nota: in crecimiento fingico en la probeta. %: Porcentaje de la superficie cubierta
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Tabla 2. Evaluacion de R Fangica en Placa. Norma ASTM D 4376-08.
Incubacion 28°C. Lectura o 3, 7. 14, ¥ 21 dias. Aspergilfus spp.

Wetblue | Wetblue | Wet blue | Wetblue | Wet blue Wet blue | Wet blue
Dias de | CONTROL

Ensayo_| (sin biocida) FL P2 Al A2 Bl B2
SIC S/IC | Crecimi Crecimi Crecimi Crecimi
3 Crec. En similaral | similaral | similaral | similaral
periferia de la| Grado 0 | Grado 0 control control control control
probeta
7 100% de sup. | S/C sobre SIC 100% 60% 70% 20%

Cubierta | la probeta
Grado4 | Llegaa

los bordes
Grado 0 | Grado 0 | Grado4 Grado 2 Grado 3 Grado |

14 — 60% 40% 100% 100% 100 % 50%
Grado3 | Grado | | Grado4 Grado 4 Grado 4 Grado 2

100%
Grado 4

100% B80% ———— R
Grado 4 | Grado 3

Notas:
¥ §/C: Sin crecimiento fiingico en la probeta.
¥ %: Porcentaje de la superficie cubierta.
¥ Seadjunta CD- ROM con fotos de los ensayos.

a sujeia a las dausulis obrantes 60 18 primer 16ja, anverso y reversos 1"
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V. Interpretacion de los resultados.

Tabla
v

Tabla
v

v

v

1:

El wet blue Control sin biocida y el Producto Comercial utilizados tanto comao control
positivo y negativo se comportaron satisfactoriamente para este ensayo.

Comparando el desempeiio del producto A respecto al blanco y el preducto comercial. se
observa que la concentracion | v 2 del Producto, no alcanza a contener ¢l crecimiento
en la tercera semana. Tampoco es satisfactoria la proteccion en la cuarta semana., Donde
la muestra de la ion 2 siguio iendo hasta el 80 %. ¢ aprecia que. la
inhibicion fingica. estuvo en relacion a las concentraciones elegidas. Recordemos que se

ienda que las I la cuarta semana sin crecimiento.

C do el d del prod B respecto al blanco y el producto comercial, se
observa que la concentracion | ¥ 2 del Producto. funcionan diferentes ya que en la
tercera semana la concentracion | se alcanza el 40% y en la 2 el 10 %.También agui se
aprecia que. la inhibicion fungica. depende de las concentraciones elegidas.

En la cuarta semana la concentracion 2 logra mantener la inhibicidn, con un buen
resultado del 10%. no asi la concentracion 1.

2

Para la interpretacion tomaremos ¢l limite de lectura en los 7 dias que ¢s donde podemos
apreciar diferencias entre los productos A y B. respecto al producto comercial y el
blanco.

Dentro de la comparacion respecto a las placas testigo se observa diferencia entre los
productos A y B. La concentracion del producto B més baja sc comporta de forma
similar a la del producto A mas alta. El producto B en la concentracion mas alta obtiene
un buen resultado respecto al A, pero sin aleanzar ¢l del producto comercial. a la misma
concentracion.

Asimismo, si se observa la lectura de los catorce dias del Producto B conc. 2, se
mantiene en un 50%, valor cercano al Producto comercial de la misma concentra
Lo cual se considera un buen resultado.
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