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RESUMEN

En esta trabajo se describe el modelado molecular, la sintesis, la
evaluacion biolégica antibacteriana y el nivel residual en alimentos de los
siguientes bromuros de alquilpiridinio: 4-acetil-1-hexadecil (3), 2,4,6-trimetil1-
hexadecil (10), 4-acetil-1-dodecil (11) 2,4,6-trimetil-1-dodecil (12), 4-
(metoximetilen)-1-hexadecil (14), 4-(metoximetilen)-1-dodecil (18) y del tosilato de

5-hidroxi-3,4-bis (hidroximetil)—4-metil-1Qhexadecilpiridinio (19).

El modelado molecular se realizé6 empleando 54 derivados de alquilpiridinio
reportados en la literatura con sus . correspondientes actividades sobre 6
diferentes bacterias. Con estos datos se obtuvieron relaciones cuantitativas _de
estructura actividad (QSAR) significativas en dos (2D-QSAR) y tres dimensiones
(3D-QSAR, COMFA). Se encontraron modelos con una linealidad (r2> 0.795), y
una predictibilidad (q2 > (0.636) buena. Los modelos generados revelaron que la
actividad antimicrobiana en los compuestos de alquilpiridinio es debida
principalmente al efecto estérico. Estos modelos permitieron disefiar diferentes
com.puestos. En funcion de la factibilidad de sintesis, actividad predicha y

solubilidad, se sintetizaron las moléculas reportadas en este trabajo.

La sintesis de los compuestos 11, 12 y 18 se llevé a cabo mediante la
reaccion de sustitucion nucleofilica entre la piridina sustituida y el halogenuro de

alquilo, en acetonitrilo a 120 °C y 200 PSI de nitrégeno.



Para los compuestos restantes (3, 10, 14 y 19) fue necesario emplear el
tosilato de hexadecilo, y una temperatura de 130 °C. Los compuestos sintetizados
se identificaron por sus datos espectroscopicos de IR, RMN y Masas, los cuales

fueron concordantes con las estructuras esperadas, resultando nuevas seis de

ellas.

La actividad antibacteriana contra Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus ATCC 49063 y Staphylococcus
aereus ATCC29123 se determind mediante el método de Concentracion Minima
Inhibitoria (macrodilucion). Todos los compuestos sintetizados mostraron una
actividad equiparable al CPC. El compuesto 10 presenté una mejor actividad que

el CPC contra S. typhimurium.

A todos los compuestos se les determiné el coeficiente de particidon octanol-
agua mediante la metodologia de matraz agitado, como medida de solubilidad de
los compuestos en agua. Todos los compuestos presentaron un coeficiente de
particion menor que el CPC, e inclusive el compuesto 12 fue 10 veces mas soluble

en agua que el compuesto lider.

Con los datos de coeficiente de particion y de actividad antibacteriana se
seleccionaron aquellos compuestos que presentaron un buen balance solubilidad
en agua- actividad antibacteriana y se les determin6 el nivel residual en alimentos

mediante Cromatografia de Liquidos de Alto Rendimiento (CLAR).



Para realizar el andlisis de nivel residual se validaron y desarrollaron
los métodos analiticos del CPC en pollo, carne de res y manzana, como modelos
para extrapolar el método a los compuestos seleccionados. El nivel residual del
CPC, después de tratar a los alimentos por inmersién en una solucion de 2 mg Iml
de CPC, fue de 11.7+3.05, 37.3+3.78 y 4.5+0.57 ppm en pollo, carne de res y

manzana respectivamente.

El nivel residual de los compuestos seleccionados en pollo resultd
ser igual que el CPC, e inclusive en los compuestos con cadenas de 12 carbonos,
mas alto numéricamente, pero el analisis estadistico revelé no diferencias

significativas entre ambos niveles residuales

ABSTRACT.

In this thesis the molecular modeling, synthesis, antibacterial and residue
analisis in food of the following N-alkylpyridinium bromide derivatives, are
described:  4-acetyl-1-hexadecylpyridinium  (3),  2,4,6-trimethyl1-hexadecyl-
pyridinium(10),  4-acetyl-1-dodecylpyridinium  (11),  2,4,6-trimethyl-1-dodecyl-
pyridinium  (12),  4-(methoxymethylene)-1-hexadecylpyridinium  (14),  4-
(methoxymethylene)-1-dodecylpyridinium (18), and 5-hydroxi-3,4-bis
(hydroximethyl)-4-methyl-1-hexadecylpyridinium tosylate(19).

A set of antimicrobial alkylpyridinium derivatives (n=53) reported in the
literature were minimized with the PM3 semiempirical method in Mopac and their
conformation aligned using the cetylpyridinium chloride as a template. Then
Comparative field analysis (CoMFA) study was carried out, using steric and

electrostatic fields.



Based on the contours generated in CoMFA new derivatives were designed.
Statistically significant COMFA models were built (q2=0.65, and r2=0.85). Contour
generated by CoMFA shown that the activity its more correlated to steric part.
Based on this contours 25 new candidates were designed and their activity
predicted. Based on synthesis factibility, predicted activity and water solubility,
seven target molecules were synthésized.

Compounds 11, 12 y 18 were synthesized using the proper substituted
py_ridine and alkyl halide, using DMF as solvent, at 120°C and 200 PSI of nitrogen.
Compounds with sixteen carbons chain were prepared'by using the hexadecyl
tosylate and 130°C temperature. Compound isolation was carried out with flash
column chromatography in silica gel deactivated with 12 % of NaBr methanolic
solution. |

Minimum inhibition concentration (MIC) was determined using the
macrodilution broth method over Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus ATCC 49063 y Staphylococcus
aereus ATCC29123 in a 500-1 ug/ml range. All compounds had an equiparable
activity to CPC. Compound 10 shown better activity over S. typhimurium than CPC

As measured of water solubility, Octanol/water partition coefficient was
determined by the shaken Flask method. All the compounds presented a lower
Log P than CPC, inclusively compound 12 was 10 times more soluble on water
than CPC

With both data, MIC and Log P, we selected the compounds with a good
.profile of activity-water solubility to determinate their residue analysis after a
treatment with 0.050% of aqueous alquilpyridinium solution in foods by High

Performance Liquid Chromatography (HPLC).



For the residue level on food surface, analytics methods were developed
and validated to quantitate the CPC on chicken, beef, and apple matrix. These
analytic methods were then extrapolated to selected compounds. CPC residue
analysis over food after treatment with 2mg/ml of CPC was 11.7+3.05, 37.3+3.78,
and 4.5+0.57 in chicken, beef, fish and apple, respectively.

Selected compounds and CPC were essayed over apple and chicken. After
a treatment with a 0.050% of solution of tested compound for 1-minute immersion,
the residue levels for compounds 10, 11, 18 and CPC were 12.598+0.415,
17.10920.715, 16.225+0.638, and 14.088+0.987 respectively



INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

La prevencion de las enfermedades causadas por ingestion de alimentos con
contaminaciéon microbiana es una de las principales preocupaciones de salud publica. De
manera directa, también lo es de la industria de la carne, agencias reguladoras vy,
principalmente, de los consumidores. En los Estados Unidos de Norteamérica (EU) se ha
estimado que estas enfermedades oscilan anualmente entre 6.5 y 33 millones de casos, y
causan alrededor de 9,000 muertes." En los paises subdesarrollados, las enfermedades
gastrointestinales constituyen una de las principales causas de morbilidad y mortalidad. En
México, para 1989 se reportaron 2,076,343 casos relacionados con el “consumo de
alimentos contaminados, y éstos, solo corresponden a casos graves registrados de
poblacion hospitalizada o grupos numerosos; sin embargo, la mayoria de estas
enfermedades transcurren sin ser reportadas.?

En los EU se ha estimado alrededor de 2.4 millones de casos de salmonelosis
anuales y que el tratamiento de estas enfermedades rebasa los billones de dolares,’ ya que
solo se reportan del 1 al 10 % de los casos, asi que el impacto de la salmonelosis humana
es asombroso.’> En nuestro pais, en el afio 199272 el 3.5% de los brotes epidémicos
alimentarios fue originado por salmonella, siendo los productos lacteos, carnicos, los
alimentos perecederos y los que requieren mucha manipulacién, los mas involucrados.*

Salmonella typhimurium es de especial interés para la industria avicola, ya que es un
ofganismo que forma parte de la flora microbioldgica en la piel de las aves, y que genera
contaminacién cruzada cuando los pollos son desplumados en las plantas procesadoras.’
En nuestro pais, la SSA tiene normas para controlar este tipo de contaminacion en los

alimentos.®



INTRODUCCION

Se han propuesto varios métodos fisicos y quimicos para reducir a los
microorganismos adheridos en productos carnicos: estimulacion eléctrica, radiacién con
luz ultravioleta, cloro o didxido de cloro, ozono, acido lactico, carbonato de sodio y
trifosfato de sodio.”" Estos métodos han demostrado efectividad limitada en la reduccion
de la contaminacion microbiana o en la apariencia fisica de los productos. Por lo que la
industria de procesamiento de la carne continia teniendo la necesidad de una técnica
efectiva y costeable para reducir o eliminar la contaminacién microbiana.

En este sentido, Breen y colaboradores' han demostrado que el uso cloruro de
cetilpiridinio (CPC, Figura 1), un agente desinfectante utilizado en enjuagues bucales en
los ultimos 30 anos, es efectivo para reducir la contaminacién causada por especies del
género Salmonella y otros patdgenos bacterianos en carne de aves y res.’ En carne de
pollo, ademas, es efectivo en prevenir la adhesidén de las bacterias al crear una pelicula
fina en la superficie de la carne, teniendo un uso potencial para disminuir el riesgo de
contaminacién cruzada, sin afectar la apariencia fisica de los productos." Este
compuesto estd siendo desarrollado para que en un futuro proximo sea considerado

como una alternativa para la reduccion de la carga microbiana en alimentos.'

AN
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Figura 1. Estructura del cloruro de cetilpiridinio (CPC), un surfactante cationico.
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Para implementar un tratamiento practico para la desinfeccion de cualquier
alimento, mediante el uso del CPC, es necesario desarrollar métodos para determinar su
nivel residual. En la bibliografia estan reportados diferentes métodos para determinar la
cantidad de CPC en diferentes productos, como enjuagues bucales, cosméticos, saliva,
antisépticos y productos farmacéuticos. Las diversas técnicas de analisis incluyen
cromatografia de liquidos de alta presion, cromatografia de pirdlisis, calorimetria,
espectrometria y voltametria de adsorcién. Sin embargo, solo una referencia ha reportado
la determinacion en tejidos biologicos, en la cual el método fue completamente validado,
por lo que es necesario el desarrollo de nuevos métodos para determinar el CPC en
diversas biosuperficies, como frutas o verduras.

En este ultimo método, la concentracion residual, después de un tratamiento con
soluciones de 0.1 a 0.4% de CPC en pollo y carne de res, puede limitar su aceptacién por
parte del consumidor. Este nivel residual parece estar relacionado con la polaridad del
CPC, ya que el compuesto al tener caracter hidrofébico, aunque es una sal de piridinio,
es retenido por las membranas lipidicas de los tejidos en la piel de pollo y de carne de
res.

Si se contara con moléculas mas solubles en agua, éstas podrian ejercer su accion
en la superficie de los alimentos a desinfectar y serian eliminadas mediante lavado.

Esta problematica crea, por un lado, la necesidad de establecer una serie de
métodos para monitorear los residuos que pueden dejar estos antimicrobianos, y por otra
parte, la de optimizar la estructura de alquilpiridinio, a fin de encontrar un surfactante que
pueda ejercer su .accién y ser eliminado, lo cual resultaria en un tratamiento efectivo y

seguro.
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Ahora bien, un parametro que indica la polaridad de las moléculas, y que se
emplea en estudios de QSAR, es el coeficiente de particion o Log P. Hansch y Fuijita
demostraron que el coeficiente de particién puede calcularse a través de la determinacion
de los fragmentos presentes en las moléculas; es decir, es una propiedad constitutiva.'>'
En el caso de los compuestos de alquilpiridinio todos los datos existentes se han
determinado experimentalmente. Contar con este parametro, ayudaria a seleccionar a un
mejor candidato dentro de un grupo de compuestos que muestren una actividad

antimicrobiana.

En los ultimos afos se han hecho diferentes estudios acerca del efecto
antimicrobiano de los derivados de alquilpiridinio, pero pocos reportes se han publicado
acerca del estudio sistemético de éstos y de la influencia de la estructura quimica sobre
sus propiedades antimicrobianas.

Se ha tratado de encontrar relaciones estructura actividad, pero los esfuerzos han
sido infructuosos y algunas técnicas resultan difusas.'' E| contar con estas relaciones
proporcionaria las bases para mejorar el disefio de nuevos compuestos antimicrobianos y
optimizar su eficacia.

Todas las estrategias, asi como las decisiones concernientes a los compuestos
objetivo a sintetizar en un nuevo proyecto de investigacion, pueden facilitarse por técnicas
de modelado molecular. Estas técnicas pueden dar al quimico mas ideas de las
implicaciones estructurales, estereoquimicas o electrénicas de las modificaciones
moleculares propuestas. Por lo que resulta importante desarrollar una metodologia de

modelado molecular que pueda ayudar en el disefio de nuevos farmacos.
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Una de las herramientas de Modelado Molecular son los métodos que estudian la
relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR). Los métodos QSAR correlacionan la
estructura quimica y una actividad biolégica especifica. Los modelos derivados se

emplean para predecir la actividad de compuestos quimicos no evaluados.

El analisis QSAR es visto como una herramienta cientificamente creible para
predecir y clasificar la actividad biolégica de moléculas bioactivas," cuando la informacion
que se tiene es escasa; siempre y cuando, el modelo sea generado siguiendo las

precauciones sugeridas en la literatura.'

En la metodologia QSAR, los métodos que localizan las propiedades estructurales
basados en la estructura tridimensional de los compuestos modelados son llamados
colectivamente QSAR en tres dimensiones (3D-QSAR). Dentro de los métodos 3D-QSAR,
el andlisis comparativo de campo molecular o CoMFA (por sus siglas en inglés) es el
método que mas se ha empleado. En la literatura existen mas de 200 publicaciones
desde su inclusion inicial en 1988." Debido a la hipdtesis de que muchas de las
interacciones intermoleculares implicadas en una unién no covalente son de naturaleza
estérica y electrostatica, comparado con los métodos tradicionales de QSAR, CoMFA
refleja directamente las interacciones entre los receptores y sus ligandos en tres
dimensiones, dando de manera grafica los sitios que incrementan la actividad.”® Realizar
un estudio de esta naturaleza ayudaria en la seleccién de mejores moléculas para ser

caracterizadas como agentes antimicrobianos.
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En un esfuerzo para desarrollar analogos que puedan ser eliminados facilmente de
los alimentos, en esta tesis se contribuye a la generacion de conocimiento basico a través
de un estudio sistematico de modelado molecular usando relaciones cuantitativas de
estructura-actividad en tres dimensiones (3D-QSAR), empleando la metodologia de
CoMFA. Con los datos obtenidos se disefiaran nuevas moléculas, se sintetizaran y se
evaluara la actividad antimicrobiana de las nuevas moléculas. Al mismo tiempo se
desarrollaran los métodos analiticos de HPLC para cuantificar los residuos en alimentos

y, por uitimo, se validara el método computacional de disefio.
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II. ANTECEDENTES

2.1. CLORURO DE CETILPIRIDINIO

El CPC? es un polvo blanco, con olor caracteristico, cristaliza como
monohidrato con un punto de fusién de 79-83 °C. Es muy soluble en alcohol y
cloroformo, se disuelve en 20 partes de agua, es parcialmente soluble en éter. Es
incompatible con jabones y otros surfactantes aniénicos. Es un s6lido higroscépico

que se debe de guardar en desecador.

El CPC es un desinfectante de amonio cuatemario, que en adicién a sus
propiedades emulsificantes y detergentes (surfactante), es un compuesto activo
contra bacterias Gram positivas y negativas, siendo més activo contra las
primeras. Pero es, sin embargo, ineficaz contra esporas, virus y hongos. Es
relativamente ineficaz contra algunos microorganismo Gram negativos como

Pseudomonas aeruginosa y Micobacterium tuberculosis.

Es mas eficaz en solucién neutra o ligeramente alcalina, ya que su actividad
se reduce en medio acido. Es compatible con colorantes acidos. La adividad de
este compuesto puede reducirse por la formacidon de micelas en la presencia de
agentes no iénicos, cuando la proporcién del Gltimo excede ciertos niveles.

La dosis letal 50 (LDsg) reportada para el cloruro de cetilpiridinio es de 10

mg/kg de peso por via intravenosa, y de 108 mg/kg por via oral.
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Esta toxicidad se ha atribuido a los efectos biolégicos que produce el grupo
de amonio cuatemario y a los productos de su metabolismo. Se cree que la
propiedad de surfactante de la molécula causa alteraciones adicionales,
particularmente en el higédo. de un numero de actividades quimicas, biologicas y

de transporte.?

2.2 MODELADO MOLECULAR

El Modelado Molecular es una parte fundamental de la Quimica
Computacional, una area de la ciencia que fransciende las barreras que separan
la Biologia, Quimica y Fisica. El modelado molecular se define como la
generaciodn, visualizacién, manipulacién y prediccién de la estructura molecular y
sus propiedades fisicoquimicas asociadas, teniendo como meta el caracterizar y
predecir la estructura y estabilidad de sistemas quimicos, el estimar las diferencias
de energia entre diferentes estados, el explicar las rutas de reaccion y el
mecanismo a nivel atémico.= También, da ideas sobre la relacién de la estructura
molecular y la actividad biol6gica, aportando informacién valiosa que puede asistir

en el disefio de nuevos farmacos.?

En la fiteratura existen muchas referencias sobre el uso de esta herramienta
de investigacién,® resaltando el obtenido en el desarrollo de un inhibidor de la

proteasa del HIV. 2
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Los cientificos usan software para el modelado molecular, ganando ideas en
los procesos quimicos, ya que su interés principal es el aplicarlo para mejorar el
conocimiento quimico.

El software esta casi siempre basado en informacion empirica; para usario, se
necesita comprender como es implementado y la naturaleza de la base de calculo
usada para parametrizar el método. En general, en cualquier software de modelado
molecular existen al menos 5 médulos basicos los cuales pueden y deberian ser
encontrados.”’

i) El constructor de moléculas o entrada de datos (Input Skecht Builder).
Este moédulo permite la entrada de datos del problema y construye un modelo
aproximado (skecht) en 3 dimensiones de la molécula. La entrada de las coordenadas
X, ¥, Z mediante el teclado es la manera méas simple. Muchos programas tienen una
interfase para leer coordenadas de bancos de datos cristalograficos (Protein Data
Bank (PDB), CCB, efc.) o de un archivo estandar conteniendo coordenadas atémicas
y una tabla de conexién. Una entrada de datos més amigéble es la grafica, por medio
de un mouse (menos frecuente una pluma ligera) y un despliegue en pantalla grafico.

ii} Constructor del modelo de 3 Dimensiones. El refinamiento del modelo es
necesario, especialmente para sistemas tensionados. Este empieza de las
coordenadas crudas calculadas por el mddulo de construccién de entrada, utilizando
ya sea Mecanica Molecular (MM) o Mecéanica Cuantica (MQ) para obtener un modelo
refinado. Cuando se usa MM, el programa debera proveer la eleccién entre muchos
campos de fuerza y dejar al usuario elegir entre diferentes formas de minimizar a ia

molécula (pasos descendientes, blisqueda de modelo, Montecarlo, Newton Raphson).
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iii) Modelo electrénico. Los pasos previos dan la geometria
conformacional 6ptima de la molécula. La informacion acerca de la distribucién de
los electrones, asl como de la carga eléctrica pueden calcularse solamente por
mecanica cuantica. Muchos sistemas tienen.interfaces para programas estandares
de Mecénica Cuantica. En muchos casos puede ser una interfase de entrada de
datos, permitiendo al usuario el empezar un calculo de QM de una geometria

generada con MM.

iv).- Visualizaciéon y manipulacién. Este médulo, donde la facilidad es lo
mas importante, permite al usuario el visualizar y manipular el modelo molecular
tan convenientemente como sea posible. Esto incluye las siguientes facilidades:
modelo de bolas y resortes, modelos de llenado de espacio (CPK), proyecciones
de Newman, rotacién completa, posicionamiento del modelo (p.e. una seleccion
facil de un plano molecular para un mejor despliegue en la pantalla), sobreposicion
de los modelos moleculares por un método simple o una optimizacién de la
distancia intermolecular, representaciones de cintas y cilindros de proteinas,
atomos y definiciones de arreglos de enlace junto con su visualizacion,
representacion de orbitales moleculares y despliegue de potenciales

electrostaticos.

v) Calculo de propiedades. Este mdédulo es el cltimo desarmrollado en
muchos sistemas del mercado, es el de mas interés para el quimico. Requiere de
un modelo matematico especifico para cada propiedad y el desarrollo en sisteras

quimicos de simulacién, los cuales usan modelos heuristicos y emplricos.

10
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2.2.1. Relaciones Cuantitativas de Estructura Actividad

Todos los farmacos interactian con estructuras biologicas (Hlamados
receptores) como lipoproteinas receptoras, enzimas, biomembranas, acidos
nucleicos o moléculas pequefias. Esta interaccidon da como resultado un cambio
macroscdpico y fisioldgico, que constituye el efecto del farmaco. La interaccion
farmaco-receptor estd determinada por pardmetros fisicoquimicos del farmaco:
polaridad, ionizacién y densidad electrénica. Todas estas propiedades electrénicas
estan determinadas por ia composicién, forma y tamafio del farmaco, 0 en otras

palabras por su estructura quimica.

‘Como estos parametros fisicoguimicos pueden medirse y expresarse en
términos cuantitativos, las fuerzas de unién intermoleculares (como una funcién de
la estructura) deberfan de igual forma tener valores numeéricos. De tal manera que
si la actividad farmacolégica dentro de una serie de analogos puede medirse, y el
mecanismo de accidn dentro de las series es idéntico, deberia de ser posible

calcular una relacién cuantitativa de estructura-actividad (QSAR). %

Los métodos QSAR generalmente constan de dos pasos: primero se -
generan los descriptores moleculares (parametros fisicoquimicos) los cuales
contienen la informacién quimica estructural, y segundo, un método de regresién
estadlstica correlaciona los cambios de la estructura con los cambios en actividad

biolbgica.

11
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Los compuestos utilizados en la derivacion del modelo (generalmente
conocidos como grupo de entrenamiento) deberan ser diversos tanto en estructura |
quimica (diferentes sustituciones en las moléculas) como en actividad biolégica (al
menos 3 unidades logaritmicas), para asegurar un modelo estadisticamente
robusto. Después, el modelo es validado mediante la prediccién de la actividad
biologica de un grupo de prueba (moléculas que no forman parte del grupo de
entrenamiento). Esta validacion se puede realizar de dos formas:

a) Unas cuantas moléculas (generalmente 3 & 4) del grupo de

| entrenamiento no son consideradas para el desarrollo del modelo
QSAR. La actividad de este grupo es predicha por el modelo y se
verifica la cercania con la actividad determinada.

b) Se consideran nuevas moléculas, y se predice la actividad de éstas
empleando el modelo generado. Después de sintetizar las
moléculas, se evalla la actividad con el modelo biolégico con cual se
determino la actividad del grupo de prueba. Se compara el dato de
actividad determinado con el valor predicho por el método, a fin de
determinar la validez del modelo. La inclusion de estos compuestos
evaluados sirve para refinar el método.

En el método QSAR esta implicito que la actividad biol6gica ejercida por

todas las moléculas que derivaron el modelo tienen el mismo mecanismo de

accién, es decir, se unen al mismo receptor.

12
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El uso de analisis estadistico en las relaciones QSAR, permite:‘ (1) el aceptar
o rechazar las relaciones aparentes entre las moléculas y la actividad, (2) detectar
moléculas que presentan un comportamiento diferente al esperado (outliers), (3)
comparar la relacion atractiva de una relacion propiedad fisica-actividad alterna.
Esta metodologia esta validada por las ecuaciones de correlacidn reportadas en |a

literatura,® asi como en libros que le dedican espacio a esta herramienta.™® 2

2.2.2 Relaciones Estructura Actividad Cuantitativas Clasicas o en Dos

Dimensiones (2D-QSAR)

El método mas popular es el método de energia lineal extratermodinamica o
método de Hansch.'® Su premisa basica es que el efecto de los sustituyentes en la
fuerza de las interacciones entre el farmaco, su receptor y otras biomoléculas, es
una suma aditiva de los efectos de estos sustituyentes. Desde el punto de vista
fisicoquimico estas interacciones son de naturaleza electrostatica, estérica
(repulsion), hidrofébica y de dispersion. Los efectos de los sustituyentes en estas
interacciones no covalentes se asumen que son proporcionales a los valores
tabulados de la constante de Hammett o, Taft E5, Hansch = y la refractividad molar
de los diferentes sustituyentes.

Sin embargo, el parédmetro mas utilizado en 2D-QSAR es el de
hidrofobicidad (por ejemplo, n para fragmentos moleculares y Log P para
moléculas), ya que estd presente en 80% de las casi 3000 relaciones QSAR

incluidas en la base de datos de la universidad de Pomona."®

13
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La correlacién entre estos descriptores y la actividad tiene un problema, la
metodologia estadistica asume que cada columna representa una variable
independiente. Muchos de los descriptores estan relacionados. Este problema se
resuelve empleando andlisis lineal muitivariado. Estos datos de proporcionalidad

de los sustituyentes llevan a la expresion matematica de la ecuacién clasica de

Hansch:
Log(1/C)=a+brn+cEs+d MR +ec

Donde 1/C es la potencia relativa del derivado anélogo, en la cual C es la
concentracion requerida para producir la respuesta bioldgica estandar. Los valores
de las constantes a, b, ¢, d y e son ajustadas por el analisis estadistico de
regresion lineal multiple. Este método estadistico también da una medida de: (1) si
cada coeficiente es significativamente diferente de cero; (2) el valor estadistico de
r?, es la fraccién de la variancia en el término de Log (1/C), que es explicado por la
ecuacibn; (3) el valor de s, es el valor de la desviacion estandar de los valores

observados del Log (1/C) de los valores calculados.

Para la parte estadistica del analisis QSAR se examinan las posibles
ecuaciones de una serie de datos para encontrar aguellos que son de interes; esto
es, encontrar ecuaciones que son estadisticamente significativas, que tienen

sentido mecanistico y que no sobreajustan los datos.

14
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Uno de los parametros mas dificiles de parametrizar es el referente al
tamafio de la molécula, ya que es importante para la interaccién intermolecular.
Verloop desarroll6 una serie de parametros relacionados con el tamafio maximo y
una seccion cruzada de los sustituyentes, estos parametros dan una buena

correlacién, pero sélo en casos particutares.°

Una caracteristica de los métodos de 2D-QSAR es que son relativamente
baratos y faciles de hacer. El equipo computacional, el tiempo de trabajo del
personal y los recursos empleados, son de una magnitud menor que los
requendos para calculos de quimica cuantica, analisis conformacional y métodos
QSAR que emplean visualizacion grafica (3D-QSAR). Por esta razén, los métodos
2D-QSAR estan disponibles para la mayorfa de quimicos farmacéuticos, mientras

que los segundos no."’

2.2.3 Relaciones cuantitativas de estructura-actividad en tres dimensiones

(3D-QSAR)

El uso de descriptores moleculares de dos dimensiones (2D) no resuelve
las preguntas sobre la influencia y la orientacién de los diferentes sustituyentes en
la arquitectura molecular de una manera directa, excepto en los métodos basados
en la topologfa molecular. Aunque estos Ultimos son métodos bidimensionales, su
aplicacién es limitada en casos donde se requiere discriminacion entre centros

guirales.

15
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Los meétodos que localizan las propiedades estructurales basados en la
éstructura tridimensional de los compuestos modelados son llamados
colectivamente QSAR en tres dimensiones (3D-QSAR). Estos métodos intentan
identificar las regiones espaciales de propiedades complementarias moleculares

que encajan en el sitio de accién.

Estos procedimientos extienden ia metodologia QSAR en tres dimensiones
mediante la eleccién -manual o automaética- de una geometria particular de cada
compuesto modelado. Para enseguida realizar la sobreposicion de cada molécula
empleando un modelo farmacéforo, una caracteristica molecular, y/o un campo
molecular computarizado para las moléculas. Las premisas fundamentales de los
métodos 3D-QSAR son las siguientes:

-El compuesto modelado, no sus metabolitos, o cualquier otra sustancia

derivada de él, es la causante del efecto biologico observado

-La geometria propuesta (modelada) es la conformacién bioactiva

-La unién y la ejecucidn del efecto medido implican sélo una conformacion

-El sitio de unién es el mismo para todos los compuestos modelados

-La propiedad buscada, Yexp. €S explicada suficientemente por un proceso
entalpico

-Los términos entrépicos son similares para todos los compuestos

-La velocidad de formacién/disociacién del complejo farmaco-receptor es

similar para todos los compuestos (por ejemplo, todos los sistemas se

consideran en equilibrio) asi que los aspectos cinéticos no son considerados.

16
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-La inclusién de efectos de disolvents, difusién, transporte, etc, no estan

considerados

Sin embargo, para los ligandos flexibles, la segunda premisa no es
necesariamente correcta, debido a que multiples alineamientos pueden satisfacer
te6ricamente el criterio molecular de similandad, sin estar relacionados a la
realidad fisicoquimica. Aunque esto reduce la predictibilidad y el poder explicativo
del modelo, este aspecto no puede ser evitado cuando se utilizan métodos
te6ricos, a menos que exista evidencia concerniente a la conformacion activa.
Cuando no existe esta informacién estructural, se deben de considerar diferentes
reglas de alineacioén de las moléculas, basadas en diferentes hipétesis iniciales, o

utilizar un compuesto rigido presente en el grupo de prueba.

Existen varios métodos 3D-QSAR empleados en el diseflo de nuevas
moléculas: CoMFA, GRID, COMPASS, APEX-3D, etc., los cuales fueron revisados
recientemente en la literatura.'”>' De ellos, el mas empleando es la metodologia

de CoMFA.
2.2.4 CoMFA

Una de las herramientas de Modelado Molecular es el analisis comparativo
de campo molecular (COMFA por sus siglas en inglés) el cual puede establecer las
relaciones entre la actividad biolégica y las interacciones estéricas vy

electrostaticas de los compuestos.
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Debido a la hipbtesis de que muchas de las interacciones intermoleculares
implicadas en una unidén no covalente son de naturaleza estérica y electrostatica,
comparado con los métodos tradicionales QSAR, CoMFa directamente refleja las
interacciones entre los receptores y sus ligandos en tres dimensiones, dando de
manera grafica los sitios que incrementan la actividad.?® Aunqgue la meta principal
de CoMFA no sodlo es la de predecir la actividad de los compuestos, sino también

el detener un programa sintético. '

En CoMFA, las interaccionés ligando-receptor se remplazan por
interacciones estéricas (Lennard-Jones) y electrostaticas (Coulémbicas) en una
rejilla alrededor del ligando. Las interacciones electrostaticas y estéricas entre una
atomo de prueba hipotético (C*sp® generalmente) y el ligando se calculan en cada
punto de la rejilla. Estos valores se tabulan, llenando el renglén correspondiente a
esa molécula dentro de la serie. La matriz generada (n renglones con datos de
actividad X numero de compuesto) se analiza utilizando estadistica multivariable
(mfnimos cuadrados parciales, o PLS), la cual lleva a una ecuacién que relaciona
los campos generados por CoOMFA (X block) con la propiedad blanco (actividad
biolégica, Y block), Figura 2.

En general, un protocolo de generacién de los contornos de CoMFA es el
siguiente:2°

1.- Se postula un grupo de reglas para la alineacién de las moléculas (un

punto de partida puede ser deducido de la metodologia de analogo activo)
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Reticulo o rejilla de

atomos de prueba

Estructuras 3D

Tabla QSAR

Serie de comp..

Andlisis

Multivariable

Ecuacién QSAR

Y =a+B3:S)+ B2S; +.......# BaSp +BnEs *BaE2 +....+B4En
Figura 2. Una representacion grafica de la metodologia QSAR (modificada

de la ref. 30).
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2.- Alinear el grupo de moléculas a evaluar de acuerdo al punto, y se crea
una rejilla, o una red, como una caja de puntos en el espacio potencial del receptor
que rodea a las moléculas alineadas.

3.- Calcular el campo (estérico y electronico) que cada molécula ejerce
sobre un atormo de prueba localizado en cada punto de Ia red o rejilla (los efectos
estéricos y electroestaticos se separan para una facil interpretacion).

4 - Utilizar estadistica de PLS para determinar una expresion lineal, la cual
podria ser un grupo mfnimo de puntos de la red o de Ia rejilla, necesarios para

distinguir el grupo de compuestos de acuerdo a sus actividades medidas.

5.- Validar el método de PLS usando “validacién cruzada” (cross-validated
PLS); esto es, explorar su valor predictivo mediante eliminacién sucesiva de cada
observacion, rederivar el modelo y predecir la observacion eliminada

6.- Ajustar parcialmente los compuestos alineados cuya actividad predicha
es pobre, casi siempre utilizando un procedimiento de “ajustado de campo”, se
repiten los pasos 1 a 5 (con los pasos 2 a 5 automatizados), hasta que se
encuentra un alineamiento para todas las moléculas, y éste tiene un alto valor
predictivo.

7.- Visualizar los contornos QSAR generados por CoOMFA, que permiten ia
visualizacion de ias regiones donde las diferencias en actividad observadas estan
fuertemente relacionadas con los cambios en campos electroestéaticos (rojo y azul)

y estéricos (amarillo y verde).
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8.- Disefio de nuevas estructuras utilizando los contornos de CoMFA,
modelar estas estructuras en el modelo creado, entonces sintetizar y probar la
actividad experimentalmente.

Su analisis gréfico, asi como generacién automética de parametros y su
analisis estadistico permiten a CoMFA ser implementado en una manera
extremadamente amigable dentro de un ambiente de modelado molecular

estandar.

2.2.5. Relaciones Cuantitativas de Estructura-Actividad en los compuestos

de alquilpiridinio

Dentro de la serie de alquilpiridinio se ha encontrado que la actividad
depende del tamafio de la cadena y de la sustituciéon en el anillo de piridinio.
Cuando la cadena hidrofébica en posicién 1 tiene menos de 8 carbonos los
compuestos tienen poca actividad; a partir de 8 carbonos la actividad aumenta al
aumentar el nimero de carbonos, alcanzando un maximo con un total de 16
carbonos; cuando se incrementa a 18 la actividad decrece rapidamente,*? y no hay

mucha diferencia si la cadena es insaturada.'®

La introduccién de grupos hidrofilicos (hidroxilo o carbonilo)®® o atomos que
pueden formar puentes de hidrogeno (O y S)* en la cadena alquilica, no mejora la
actividad, llegando inclusive a disminuiria. En cuanto al anién, estudios realizados
revelaron que tiene poca influencia en cuanto a la actividad en la serie de

cetilpiridinio.*?
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Con respecto a la sustitucién en el anillo de piridina se ha podido establecer
que la sustitucion en otras posiciones diferentes a fa posicién 1 incrementa la
actividad con grupos alquilos menores a 5 carbonos, especialmente si esta
sustituido en posicion 2, 6 3, y 6 4. Por otro lado, el metilar (picolina), colocar un
anillo de benceno extra (quinolina), introducir otro hetereatomo (morfolina), o

reducir completamente el anillo de piridinio (piperidina) resulta en la pérdida de la

actividad.®?

En la literatura existen reportadas varias relaciones cuantitativas de relacion
estructura-actividad utilizando parametros de hidrofobicidad (constante de =n de

Hénsch y Log P) y la actividad antimicrobiana.

En los primeros estudios QSAR, Lien vy Col.** al desarrollar las primeras
relaciones no lineales, mediante el método parabélico, encontraron una relacion
significativa entre la constante n (aditiva para la cadena lineal) y la actividad
antimicrobiana de una serie de derivados de N-alquil-3-N,N-dietilaminopiridinio
(niquetamidas).

En este estudio determinaron que el valor de Log P ideal (Log Py, derivado
del modelo parabdlico) para las bacterias positivas es mayor (Log Py de 6) que el
de las bacterias negativas (Log Py de 4). Este comportamiento es debido a la
diferencia en la pared celular, ya que los Gram negativos presentan una mayor

cantidad de lipidos en la membrana celular.
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Kourai®® reportd que la actividad se aumenta si se encuentran presentes
sustituyentes electrodonadores en posicion 2, 4, 6 6 de la piridina, mientras que la
presencia de grupos electroatractores en 2 y 4 reducen la actividad. Estos grupos
electrodonadores incrementan la densidad electrénica en el nitrégeno, y por lo
tanto, la actividad es proporcional a los valores de pKa. Sin embargo, en el caso
de los compuestos con grupo ciano (en diferentes posiciones)*® o 4-butenilo® esta
relaciéon no se presentd. En la serie de derivados de laurilpiridinio (cadena lineal

con 12 carbonos) la relacién entre el Log P y la actividad no resulté significativa.

Devinski® realizdé Ja primera correlacién cuantitativa con una serie de
analogos de N-alquil-3-N,N-dietilaminocarbonilpiridinio (niquetamidas) empleando
métodos lineales y no lineales (parabolico y bilineal). En esta serie, el modelo

bilineal revelé una correlacién estadisticamente significativa con el Log P.

Kourai y col.3® determinaron el coeficiente de particién de 41 derivados de
alquilpiridinio con sustituyentes en 2 (metilo), 3-carbamoilo y grupos dimetilo en

2.4 63,4 6 3,5, con diferentes cadenas alquilicas (de 6 a 18 carbonos).

En estas series, la hidrofobicidad se incrementa linealmente con el tamafio
de la cadena hasta los derivados de 14 carbonos, pero no para los compuestos
con 16 y 18 carbonos. En este mismo estudio, también realizaron el anélisis de
relacién cuantitativa estructura-actividad entre las diferentes series (cada serie por
separado), utilizando este parametro y la actividad antimicrobiana mediante el

modelo lineal y parabdlico.
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Los coeficientes de correlacién en todos los estudios son mayores a 0.89, y
sugieren el uso de estas ecuaciones para la detemminacién de la actividad, ya que
resulta mas rapido calcular el Log P que la concentracién minima inhibitoria. Esta
Ultima aseveracién estd basada en la determinacién de los coeficientes

estad(sticos.

Una inspeccion detallada de cada relacién QSAR reportada revela que los
valores optimos calculados utilizando el modelo bilineal estan mas cerca de los
experimentales que aquellos calculados con el método parabdlico. De estas
relaciones QSAR es factible determinar que no existe un modelo QSAR integral,

35-39

que emplee a todas las moléculas reportadas (Tabla 1), ya que la mayoria de

ellas fueron determinadas empleando diferentes series.

Ahora bien, el calculo del Log P para moléculas cargadas, como el cloruro
de cetilpiridinio, mediante algoritmos computacionales no es factible debido a la
poca predictibilidad de los modelos con respecto a las sales. Esto limita el uso de
estas regresiones lineales como modelo de prediccién de la actividad potencial de
las moléculas como antimicrobianos, ya que si se requiere emplear estas

ecuaciones es necesario sintetizar a la molécula y después determinar su Log P.

El uso de una técnica que logre relacionar la actividad antimicrobiana con la

estructura quimica, o algun parametro que pueda ser calculado mediante

algoritmos computaciones, simplificaria el disefio de estas moléculas.
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Tabla 1. Derivados de Alquilpiridinio reportados en la literatura®

m
Comeuesto Log MIC SMZ
B.

Cola Cabeza B. S E. P. K.
No de Sustituyente subtlis megaterium. aureus coli  aeruginosa pneumoniae LogP
Carbonos ) :

16 2-metilo 6.174 5.569 6.658 4.745 4.009 5.569 1.950
16 2,4-dimetilo 6.187 6.000 6.699 5.187 3.824 5.284 3.900
16 3-carbamoilo 5.678 4.921 577 4.678 3.886 4,824 1.440
16 3,4-dimetilo 6.187 5.886 6.585 5.187 3.886 6.060 3.160
16 3-metilo 5.187 5.959 6.886 5.187 3.959 6.000 3.350
16 3-DEAC® 2.222 2.478

16 4-butenilo 6.125 5523 5.229 5.824

16 No sustituida 6.036 5.745 6.638 5.036 4.056 5.745 2.810
10 2-metilo 4.260 4.086 4854 3.678 3.260 4.387 0.185
10 2,4-dimetilo 4569 4.569 5.004 3.699 3.097 4,796 0.535
10 3-carbamoilo 3.721 4.046 4,495 3,292 3.202 4.194 -0.289
10 3,4-dimetilo 4,569 4.569 5.097 3.796 3.097 4.678 0.855
10 3.5-dimetilo 4276 4.398 4959 3.620 3.174 4.569 0.764
10 3-DEAC® 2.481 2.559

10 4-butenilo 4.131 4131 4130 3.830

10 No sustituida 3.9590 4.066 5.066 3.699 3.149 4.244 0.108
12 2,4 6-trimetilo 6.410 5.590 1.410
12 2,4-dimetilo 5523 5.523 5.921 4.398 3.523 5.658 1.440
12 2,6-dimetilo 5.300 4.700 2.050
12 2-amino 5.000 4.360 0.950
12 2-carboxilo 3.420 2.960 0.640
12 2-ciano 5.550 4.560 0.000
12 2-etilo 4,920 4.350 ' 1.340
12 2-metilo 5.292 5.000 6.114 4.387 3.824 5.000 1.320
12 2-propilo 5.200 4.620 1.750
12 3,4-dimetilo 5.398 5.523 5921 4301 3.523 5.432 1.910
12 3,5-dimetilo 5.301 5.398 5.921 4.301 3.602 5.284 1.920
12 3-amino 5.740 4.540 0.602
12 3-carbamoilo 4620 4.721 5.319 4.066 3.770 4,620 0.600
12 3-carboxilo 3.550 3.110 -0.170
12 3-ciano 3.870 0.000
12 3-metilo 5.310 4.290 1.210
12 4-amino 5.800 5.000

12 4-butenilo 5.602 5292 4.690 5.284 0.050

3Los valores fueron transformados a unidades logaritmicas de acuerdo a la siguiente
férmula: Log MIC= Logsp (1/ MICsg). Todos los MIC estan en unidades molares.

®Se considera como cola al sustituyente alquilico sobre el nitrégeno de la piridina y
como cabeza al anillo de piridina sustituida

© N'N’-dietil-3-aminocarbonilo
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Tabla 1. SContinuaciéng
Comeuesto Log MIC !Mz
Cola B. :

Cabeza 8. S. E P, K
No de Sustituyente subtilis megalerium. aureus coll  aeruginosa pneumoniae {og P
Carbonos

12 4-carbamoilo 4.620 4.080 0.630
12 4-carboxilo 3.460 3.000 0.090
12 4-ciano : 3.760 0.000
12 4-metilo 5.340 4.510
12 No sustituida 4959 3,959 5796 4.600 3.620 4,959 2.150
14 2-metilo 6.149 5.620 6.444 4.921 4.260 5.444 2.270
14 2,4-dimetilo 6.032 6.032 6.602 4854 4.155 6.131 2.470
14 3-carbamoilo 5347 5.347 6.046 4.745 4.310 5347 1.140
14 3,4-dimetilo 6.032 5.921 6.377 4.921 4.027 6.032 2.930
14 3,5-dimetilo 6.032 5.921 6.638 4921 4.032 6.081 2.900
14 3-DEACc 2.247 2.419
14 4-butenilo 5.620 5.319 5.021 5.328
14 No sustituida 5824 5.699 6.523 4.824 4.051 5.699 3.560
8 2-metilo 3.347 3.051 3.921 3131 2.745 3.347 -0.774
8 2,4-dimetilo 4456 3.456 4131 3.215 2.854 3.538 -0.570
8 3-carbamoilo 2.854 2.959 3.387 2.854 2.886 2.947 -0.699
8 3,4-dimetilo 3.638 4.770 4237 3456 2.699 3.638 -0.412
8 3,5-dimetilo 3.161 3.456 3.921 3.161 2.699 3.538 -0.169
8 3-DEAC® 2.565 2.590
8 4-butenilo 3.246 2.945 3.848 3.246 3.246
8 No sustituida 3.041 3.071 3.959 3.081 2602 3.208 -0.084
18 2-metilo 6.076 5523 6.377 4770 4.886 5.495 2.480
18 2.4-dimetilo 6.086 5.602 6.602 4.796 3.854 5.745 3.730
18 3-carbamoilo 5620 4.796 5.796 4.398 3.796 4,796 1.930
18 3,4-dimetilo 5.921 5.602 6.387 4.921 3.538 5.678 3.170
18 3,5-dimetilo 5.921 5.602 6.678 5.086 3.678 5.538 3.160
18 3-aminocarbonilo 2.292 2.567
18 4-butenilo 5.357 4754 4.453 4.754
18 No sustituida 5,658 4.824 6.523 4.585 4.000 5.367 3.680

3 os valores fueron transformados a unidades logaritmicas de acuerdo a la siguiente
formuta: Log MIC=Logio (1/ MICsp). Todos los MIC estan en unidades molares.

bSe considera como cola al sustituyente alquilico sobre el nitrégeno de la piridina y
como cabeza al anillo de piridina sustituida

¢ N'N’-dietil-3-aminocarbonilo
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2.3 METODOS GENERALES DE SINTESIS DE DERIVADOS DE

ALQUILPIRIDINIO

La preparacibn de derivados de alquilpiridinio se ha realizado
principalmente por dos métodos: cuatemizaciéon del atomo de nitrégeno de la
piridina previamente sustituida y formacién del anillo de piridina con la cadena

integrada en el nitrégeno.

A) Cuaternizacion del atomo de nitrégeno de la piridina previamente

sustituida
Este es el método mas empleado para la preparacién de los compuestos de
alquilpiridinio,®®3 4242 gn e] cual se hace reaccionar a la piridina previamente
sustituida con un agente alquilante, que generalmente es un halogenuro de

alquilo; esta reaccidn procede via una reaccién Sy2.

En general, esta reaccién de sustitucion se lleva a cabo en disolventes
polares, como etanol, metanol.3*® Recientemente, Devinski*® propuso la
utilizaciéon de acetonitrilo, que aceler6 la reaccion, comparada con los disolventes

emplieados anteriormente.

Las condiciones de reaccion varian de acuerdo a la sustitucién en la
piridina, y como primera aproximacion, si no se encuentran presentes efectos
estéricos, las basicidades relativas pueden usarse como un Indice de las

reactividades.*
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Asi, el pKa de 4.58 de la piridina indica que se requeriran altas
temperaturas y tiempos largos de reaccién, comparado esto con la alquilacién de
los compuestos lineales o ciclicos saturados con un pKa de ~10. De hecho, se ha
reportado que la piridina reacciona con el yoduro de metilo 100 veces mas lento
gue la trietilamina.

Las basicidades se incrementan si las piridinas estan sustituidas en la
posicion 2, 3, 6 4. Algunas consideraciones de la reactivad de estas moléculas
son:

a) Anillo no sustituido: Esta clase de compuestos pueden prepararse mediante

la reaccion de piridina con el halogenuro o sulfato de alquilo a 150 °C por dos

horas en ausencia de disolvente.*

b) Anillo con grupos alquilo en 2 6 4. La formacién del compuesto de
alquilpiridinio es esencialmente la misma que para la piridina no sustituida. La
reaccién de Friedel-Crafts de alquilacibn en compuestos aromaticos, no se ha
logrado aplicar a los compuestos piridinicos. Sin embargo, las 2 y 4 metilpiridinas
(e y x —picolinas) son asequibles comercialmente. Los atomos de hidrégeno del
grupo metilo son algo acidos, permitiendo la factibilidad de incrementar o

funcionalizar la cadena en esas posiciones.

c) Anillos con sustituyentes en 3. La 3-metilpiridina (p-picolina) también es
disponible comercialmente, pero en este caso los hidrégenos no son acidos. La
oxidacion del 3-metilo lleva a la produccién de &cido nicotinico (disponible
comercialmente), que puede ser reducido a aldehido, o alcohol, y éstos a su

vez funcionalizados.
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B) Formacién del anillo de piridina con la cadena integrada en el nitrégeno

Suyama y colaboradores*®

sintetizaron una serie de sales de piridinio con
sustituyentes en 1,3,4,5 y 1,2,3,5, mediante la condensacion de aldehidos lineales
y aminoacidos o aminas primarias. En el primer estudio s6lo lograron sintetizar
compuestos de alquilpiridinio con un méaximo de 5 carbonos, pero en un segundo
estudio fue factible el obtener derivados con 12 y 15 carbonos en la cadena lineal.

El rendimiento general de las reacciones fue pobre debido a reacciones

secundarnias que ocurren en el paso de condensacion.

2.4. METODOS DE EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD A AGENTES
MICROBIANOS

Para evaluar la susceptibilidad microbiana a algiin agente quimico, existen

en general, dos métodos:*’

a) Métodos de prueba basados en difusién

Conocido ampliamente como el método de disco; consiste en preparar
cajas petri con el medio adecuado, se colocan discos impregnados con el agente
antimicrobiano y las bacterias son cultivadas en presencia de estos discos. Este
método lleva a resultados cualitativos (aunque tiene algunas bases cuantitativas)
tales como la clasificacién de un organismo en susceptible, no susceptible, o

resistente.

29



ANTECEDENTES

La mayor ventaja de este método es la flexibilidad en el nimero de agentes
antimicrobianos que se pueden evaluar y la facilidad de colocar una prueba
individual a cualquier tiempo. Técnicamente, es facil, pero requiere de una
atencion cuidadosa de los detalles para obtener resultados reproducibles y

precisos.

Entre los inconvenientes de estos métodos. estan las interpretaciones no
cuantitativas, la inaplicabilidad a organismos de crecimiento lento y anaerobios, la
inexactitud en predecir la susceptibilidad (a diferencia de [a resistencia) con
algunos agentes antimicrobianos como las polimixinas, que se difunden

pobremente.
b) Métodos de Dilucion?®

En general llevan a resultados cuantitativos, que no son influenciados por la
velocidad de crecimiento de los microorganismos, y evitan algunas de las
complejidades causadas por la difusién de ciertos agentes antimicrobianos. Estos
métodos se han convertido en rutinas practicas y econémicas a través del uso de

técnicas de microdilucion semiautomatizadas.

Los métodos de susceptibil.idad de dilucién son los mas utilizados para
determinar la concentracion minima, usualmente expresada como unidades o
microgramos por mililitro, gque un agente antimicrobiano necesita para inhibir o
eliminar un microorganismo. Los procedimientos para medir esta actividad

inhibitoria se llevan a cabo en agar o en caido.
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Los agentes antimicrobianos son evaluados en diluciones seriales Log2 (o
dobles). La concentracidn més baja que inhibe el crecimiento visible del
microorganismo se le conoce como MIC. El intervalo de concentraciones

empleadas puede variar de acuerdo al microorganismo y al compuesto a evaluar.

Sin embargo, cuando se utilizan los resuitados cuantitativos, uno debe de
tomar en cuenta que los MIC reportados no son valores absolutos. La
concentracién real que se requiere para inhibir el crecimiento esta entre la dilucién
alta que inhibe el crecimiento y la dilucién de menor concentracion siguiente en la
cual se observa el crecimiento. Otra ventaja incluye la habilidad para detectar
ciertos esquemas de resistencia que son dificiles de detectar con el método de
disco o los sistemas automatizados. Se conocen tres diferentes formas de llevar a

cabo los métodos de dilucién:
bt) Método de dilucién en agar

El compuesto a evaluar (generalmente en un intervalo de concentracién de
512 a 0.125 pg/ml) se afade al medio de cultivo (de 20 a 25 ml) y se vierte
sobre cajas petri, a las cuales se les afiade una concentracién conocida del
microorganismo de prueba (10* CFU/mI). Las cajas son incubadas por 20 h.
La concentracién en la que no se presenta crecimiento se le conoce como

MIC.
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Este método esta estandarizado y tiene una alta credibilidad como técnica
para la determinacién de ta susceptibilidad. Se pueden probar diferentes colonias
aisladas y se puede ver si existe contaminaciéon de la muestra. El método es

sumamente laborioso y se incrementa con el nimero de agentes a determinar.
b2) Método de macrodilucién*®

Ef compuesto a evaluar (generalmente en un intervalo de concentracion de

512-a 0.125 pg/ml) se afade al medio de cultivo en caldo, al cual se le

anade una ooné;entracién conocida del microorganismo de prueba (10*

CFU/ml). Los tubos se incuban por 20 h en condiciones aerobias. La

concentracion en la que no se presenta crecimiento se le conoce como

MIC.

El método de macrodilucidén es estable y estandarizado. Como método de
referencia en investigacion es el mas utilizado. Debido a su naturaleza laboriosa y
a |la aparicidn de métodos automatizados de microdilucién, no se utiliza de rutina
para la deteccién de susceptibilidad en industria. Su mayor desventaja es la
dificultad para ver si existe contaminacion de los microorganismos al realizar el

ensayo.
b3) Método de microdilucién o proceso automatizado

Se realiza de la misma forma y condiciones gque en el método de macro
dilucion, pero la cantidad de medio y del in6culo es de 0.1 a 0.5 ml. Estos

se colocan en placas de microdilucion.
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El método es estable y rapido para evaluar diferentes agentes
antimicrobianos contra bacterias, hacer pruebas de susceptibilidad de rutina,
ademas de ser barato. Sin embargo, el trabajo en la preparacién de las placas, asi
como el cbsto del equipo para su preparacion detrimentan su uso frecuente. El
método ademas es muy susceptible a problemas de precision, debido al poco

volumen con el que se trabaja.

En cualquier método elegido es necesario un sistema de control de calidad
con cepas de referencia estandar, que garanticen los intervalos de susceptibilidad
de cada una de las series de diluciones del agente antimicrobiano, asi como la

determinacion de la pureza del microorganismo a evaluar.
2.5 METODOS DE ANALISIS DE LOS COMPUESTOS DE ALQUILPIRIDINIO

Se han desarrollado varios métodos para la determinacién de los
surfactantes cationicos.*® Los métodos antiguos en general eran colorimétricos, en
los cuales los surfactantes catibnicos se haclan reaccionar con colorantes
_anionicos. El complejo surfactante-colorante era extraido con un disolvente
organico y se determinaba la absorbancia de la solucién. Pero las interferencias
con surfactantes anidnicos y la baja sensibilidad han ido disminuyendo el uso de

estos métodos.
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Wee y Kennedy®' desarrollaron un método rapido y menos laborioso, el cual
utiliza HPLC con un detector conductimétrico en medio no acuoso. El método
puede detectar muestras entre 0.02 a 2 pg/L de concentracion del surfactante. Sin
er.nbargo, los métodos potenciométricos requieren la fabricacion de electrodos

selectivos para determinar el analito. En general el CPC ha sido detectado en

cantidades no mayores de 0.2 a 2 mg/L.

Para el andlisis de surfactantes catibnicos en muestras de laboratorio, la
metodologia que se requiere estd en el intervalo de concentracion de los
miligramos, mientras que para el anélisis de muestras ambientales (como
efluentes y aguas de ri0)® las concentraciones estan en el intervalo de

microgramos por litro.

Esta capacidad analftica esta disponible para un gran numero de
surfactantes catiénicos, con avances recientes en HPLC, extraccion con disolvente
post-columna, deteccién ultravioleta o de fluorescencia, espectrometria de masas
de bombardeo rapido, etc. Pero se requiere mas trabajo para extender esta

capacidad analitica para la determinacién de otros surfactantes catidnicos.

La técnica de HPLC es efectiva para determinar sensiblemente vy
especificamente a los compuestos de alquilpiridinio y aminas en el rango de
aplicaciones de evaluacién ambiental. El andlisis de HPLC es particularmente
adaptable para la separacién y cuantificacion de este tipo de moléculas cargadas

no volatiles.
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Los compuestos de amonio cuaternario, entre ellos el CPC,% se pueden
separar en una columna de silica de fase reversa con grupos ciano, empleando un
disolvente orgéanico. El analito se detecta por conductimetria. Meyer y
colaboradores emplearon una fase moévil, 60:40 de metanol/0.36 % (wiv) de
hidroxido de tetrametilamonio pentahidratado en agua, ajustada a un pH de 3.5
con acido acético. Estas condiciones aumentaron la recuperacion del CPC. Este
método se usd para determinar al CPC en un enjuague bucal a un nivel de 500

ppm (500 pg/ml).

Linares y col.>® emplearon un método de HPLC con una columna de fase
reversa de par iénico, con fase moévil de agua / cloroformo/ metanol, con 0.1 M de
sulfosuccinato de dioctilo sédico. La deteccién se realizé con detector de arreglo
de fotodiodos, con una longitud de onda de 244 nm. El limite de deteccién para el

_ion de cetilpiridinio fue de 175 pg/mg, siendo la reproducibilidad a 1000 pg/ml

mejor al 3% de desviacion estandar.

Sélo un método HPLC se ha reportado para la determinacion del CPC en
alimentos. Este método determina el nivel residual de CPC en carne de pollo
después de un tratamiento con soluciones acuosas de CPC."" €l limite de
cuantificacién de este método es de 3.5 pg/ml, empleando un detector de u.v, con
una longitud de onda de 244 nm. Sin embargo, para la determinacion de los
analogos de alquilpiridinio se espera tener un nivel residual menor, lo cual deja

abierta la posibilidad de desarrollar métodos analiticos para esta cuantificacion.
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Por ofra parte, el éxito de las metodologlas analiticas empleadas para la
evaluacion ambiental de los surfactantes catiénicos casi siempre es dependiente
de tener técnicas para concentrar materiales libres de compuesto que interfieran

en adicién a una cuantificacion analitica sensible.

Cuando los analitos estan presentes en ppm o ppb en las muestras, se
requieren muestras grandes que permitan concentrar suficiente material (unos
pocos mg) para realizar una determinacion analitica exacta. La forma fisica
determina en mucho el tipo de técnica que podria ser utilizada para la separaciéon

de los surfactantes catiénicos.

Una de las técnicas mas empleadas, dentro de las diversas técnicas para
concentrar muestras en estado liquido, es la de enriquecimiento de trazas (o
extraccion de fase solida (SPE). Esta metodologla emplea minicolumnas

desechables que concentran compuestos organicos polares (p.e., surfactantes).

En este tipo de técnicas de concentracién de muestras se han empleado un
amplio rango de columnas de empaque absorbente. Estas columnas pueden tener
diferentes fases estacionarias, como grupos octadecilo unidos a sflica, resinas de
intercambio i6nico y resinas macroreticulares para concentrar selectivamente
algunos de estos surfactantes. Después, se eluye con volimenes pequefos de

disolvente.
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lll. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1 Hipoétesis

El modelado molecular, especificamente CoMFA, puede ayudar en el disefio de
nuevas moléculas con mayor actividad antimicrobiana y con may;)r solubilidad en agua,
las cuales serian de utilidad en la desinfeccion de los alimentos y fépiles de eliminar por

lavados, ya que permanecerian preferentemente en la fase acuosa, disminuyendo asi

su nivel residual en los alimentos.

3.2. Objetivos

Los objetivos del presente trabajo de tesis doctoral fueron los siguientes:

1. Realizar el modelado molecular de compuestos activos de alquilpiridinio
reportados en la literatura, y, de forma paralela, implementar técnicas de
modelado molecular en el area de Quimica Farmacéutica, para el disefio de

nuevas moléculas con una actividad biologica potencial.

2. Bt]squeda de las relaciones cuantitativas estructura-actividad en dos
dimensiones (2D-QSAR) y tres dimensiones (3D-QSAR); especificamente,

CoMFA, en los compuestos estudiados.
3. Con base a los resultados obtenidos, disefiar nuevos compuestos.

4. Sintesis y caracterizacion de los compuestos disefiados mediante el modelo

computacional generado.
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5. Determinacion del coeficiente de particion como indice de solubilidad en

agua de los compuestos sintetizados.

6. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MICso) utilizando
cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus. y Salmonella

typhimurium.

7. Validacion del modelo obtenido del modelado molecular, mediante la

actividad antimicrobiana determinada.

8. Evaluar la actividad de una serie de analogos de cetilpiridinio que inhiban o
reduzcan la contaminacién de S. typhimurium en productos alimenticios

(biosuperficie).

9. Desarrollar métodos de HPLC para determinar CPC en diferentes
biosuperficies, como modelo para extrapolar en los compuestos analogos de

alquilpiridinio.

10.Determinacion de la eficacia de los compuestos activos seleccionados sobre
alimentos (carne de pollo, carne de res, y manzana), asi como la
implementacion de un método de HPLC para determinar los residuos que

llegaran a quedar después del tratamiento con estos compuestos.
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IV. DESARROLLO DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

El trabajo experimental de esta tesis se desarrolié en seis etapas, las cuales se
describen a continuacion. Primeramente se realizd el modelado molecular de los
compuestos enlistados en la Tabla 1, con los resultados obtenidos se procedié a la
seleccidbn de nuevas moléculas con base a su estructura quimica, propiedades
fisicoqufmicas, factibilidad de sintesis y buena prediccion de actividad virtual; y a la
. sintesis de los compuestos seleccionados, luego, se determiné el coeficiente de
particion octanol/agua y la actividad antibacteriana in vitro y, por ultimo, se cuantificé el

nivel residual después de su aplicacion en alimentos.

4.1 Modelado Molecular

Primero se construyeron las moléculas de la Tabla 1 en dos dimensiones en el
constructor de moléculas de Sybyl™ 6.8 y enseguida se sometieron a una
preoptimizacién utilizando el campo de fuerza de MM de Tripos, después, se realizé
una optimizacion geométrica utilizando el Hamiltoniano semiempirico PM3,* con las
siguientes especificaciones:

-Optimizacién utilizando el campo de fuerza Sybil*®

(Tripos Inc) para obtener las
geometrfas iniciales de cada molécula.
-Todas las moléculas se consideraron especies simples en estado basal.
-Correccién para el grupo amida (MMOK)® para PM3, en caso de presentarse
en las moléculas.

-Como criterio de convergencia, se utilizé el valor establecido por MOPAC en

Sybyl: RMS de 3 X 10
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Para encontrar la conformacién global de minima energia (conformacién gque
generalmente se une al receptor), se recurrié a uno de los siguientes tres métodos;

a) Por busqueda en la base de datos Cristalograficos Cambridge Database, en
Unity 4.1 de Sybyl. Las estructuras tridimensionales encontradas se
o.pﬁmizaron completamente con PM3.

b) Por modificacion parcial de estructuras similares encontradas en Unity 4.1, y
optimizacion parcial de los sustituyentes, siempre y cuando la modificacién
no comprendiera mas de 3 atomos rotables.

c) Por construccidn total de tas molécutas no presentes en Unity 4.1, las cuales
se optimizaron de acuerdo a la siguiente metodologla:

Primero se construyé el nlcleo base de alquilpiridinio, el cual se
preoptimizd usando el campo de fuerza de Sybyl. Después, se procedi6 a la
construccién de las moléculas propuestas y se realizé el anélisis conformacional
usando el Método Sistematico.*® El incremento del angulo dihedro para todas las
moléculas fue de 30 grados. Para el calculo de energfa de cada conférmero se
utilizé6 el campo de fuerza Sybyl de Tripos (Optimizaciéon de un solo punto).
Después de obtener los confbrmeros de cada molécula, éstos se ordenaron de
mayor a menor energia, eligiendo las conformaciones de menor energia y con
mayor peso estadistico; al minimo global encontrado se le sometié a un calculo
semiempirico con PM3.

Al minimo global encontrado para cada molécula se le determinaron propiedades
electrénicas como:

- Descriptores QSAR (LogP, Indice de Conectividad, CMR)
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- Superficies de propiedades electrénicas (HOMO, LUMO, y Potencial

electrostatico).

Los datos de actividad reportados®**' en la literatura se transformaron a

unidades molares, y después a unidades de potencia de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

LogMIC (= Log 1/MIC)

Los valores calculados para todos los derivados de alquilpiridinio, asi como sus

correspondientes valores de Log P se presentan en la Tabla 1.

Los estudios de QSAR se hicieron en dos partes:

a)

Los estudios de relaciones estructura actividad clasicos (2D-QSAR) se
desarrollaron en el programa QSAR (BIOBYTE, Claremont, CA).

Los estudios de relacion estructura actividad en tres dimensiones (3D-QSAR)
se procesaron usando el médulo de Analisis de Campo Molecular
Comparativo (CoMFA)*® en Sybyl 6.8. Para realizarlo, las moléculas se
alinearon usando el comando Match en Sybyl, tomando como modelo la
conformacion de minima energia del CPC (primeros 3 carbonos de la cadena
lineal y el nitrégeno cuaternario) para el alineamiento. Después, a todas las
moiéculas se les calculd las cargas formales usando el algoritmo de PM3
(cargas de Mopac). Los campos estéricos y electronicos de CoMFA se
calcularon usando un carbono sp3 como prueba electrostatica y estérica. Los
contornos de CoMFA se desarrollaron usando el método estadistico de
minimos-cuadrados parciales (PLS), utilizando primero el algoritmo de dejar
uno afuera (Leave one out), para establecer la validez estadistica del método
y el nimero de componentes minimos, para enseguida usar la rutina de PLS

no validada y encontrar la linealidad del modelo.
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4.2 Seleccion de nuevas moléculas

La informacion obtenida de los contornos de CoMFA se utilizé para predecir la
actividad de derivados de alquilpiridinio con grupos que les confieren solubilidad en
agua (metilo, metilhidroxilo, amino y acetilo), los compuestos estudiados, 1-12, se
muestran en la Tabla 2, asf como la actividad predicha para dichos compuestos. De
este grupo de moléculas se seleccionaron aquellas que presentaron una mayor
potencialidad de actividad y facilidad de sintesis. Los compuestos que se seleccionaron

fueron 3, 10 y sus respectivos analogos de 12 carbonos 41y 12.

Tabla 2. Compuestos de alquilpiridinio disefiados para ia primera fase (evaluacién y

validacion del modelo de CoMFA)

Comp. Cadena  Sustituyente en Log (1/MIC)*
No. Algquilica plrllglna E. S. B. B
coll aureus megaterium subtilis

1 16C 2-acetilo 435 6.73 5.61 5.96
2 16C 3-acetilo 4.61 6.15 5.59 5.75
3 16C 4-acetilo 4.63 6.25 5.98 6.00
4 16C 2-metoxilo 473 6.81 5.76 6.07
5 16C 3-metoxllo 4.80 6.33 5.61 5.78
6 16C 4-metoxilo 4.67 6.38 6.05 5.98
7 14C 2-metoxilo 5.15 6.30 5.80 5.82
8 16C 2-hidroximetilo 5.27 6.57 5.52 6.09
9 16C 4-hidroximettlo 485 6.36 5.91 6.06
10 16C 2,4,8-trimetilo 5.64 6.56 6.09 6.08
11 12C 4-acetilo 5.95 5.56 5.21 6.08
12 12C 2.4,8-trimetilo 6.02 5.95 5.11 5.62

2Actividad predicha por el modelo de CoMFA generado.
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Por otra parte, se decidié sintetizar el compuesto 1-dodecil-2,4,6-trimetilpiridinio
(compuesto 12) como control de la variabilidad del grupo de entrenamiento: ademas,
este compuesto presentaba en el papel el perfil de seleccion: actividad potente
(LogMIC=6.02) y {a mejor solubilidad en agua de los compuestos encontrados en la

literatura.

Ahora bien, considerando la naturaleza de los grupos metilo, acetilo, y la
toxicidad de las piridinas, se consideré pertinente la sintesis de derivados con oxigeno
en la posicién 4, y por otro lado, derivados de la Vitamina B6. Las predicciones de la

actividad de estas moléculas mediante CoMFA se presentan en las Tablas 3 y 4.
De manera anéaloga, se decidid sintetizar los compuestos 1-hexadecil-4-
(metoximetil)piridinio (14), 1-dodecil-4-(metoximetilen)piridinio (18), y 5-hidroxi-3,4-bis

(hidroximetil)-4-metil-1-hexadecilpiridinio (19), este dltimo, analogo de la vitamina B6.

Tabla 3. Compuestos de alquilpiridinio considerados y la actividad virtual

antimicrobiana

Comp. Cadena Sustituyente en la Log (1/MIC)?
No. Alquilica Piridina E. S. B. B.
coll aureus subtilis megaterium

14 16 4-CH,OCH; 5.08 6.35 5.94 5.80

15 16 4-CH,OCH,0OCHg4 5.00

16 16 4-CH,OCH,CH,0OCH;3 5.15

17 16 4-CH,0OCH,CH,0CH,CH,0CH,CH; 4.87

18 12 4-CH,OCH, 4.59 5.88 5.32 5.31

aActividad predicha por el modelo de CoMFA generado.
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Tabla 4. Compuestos de alquilpiridinio anélogos de la vitamina B6 y la actividad virtual

antimicrobiana
OH Rq
SN OH
| o
CH,(CH3)14CH3
Comp. Cadena Sustitucién Log (1/MIC)®

No. alquilica Ry E.coli S. aureus B. subtilis B. megaterium
19 16 -CH,OH 5.19 6.31 6.32 5.94
20 16 -CHO - 514 6.14 6.24 5.74
21 16 -CH,NH, 5.32 6.32 6.32 5.92

Actividad predicha por el modelo de CoMFA generado.

4.3 Sintesis de los compuestos de alquilpiridinio propuestos

Las moléculas propuestas, que resultaron mas activas de acuerdo al modelo

encontrado con CoMFA, se sintetizaron mediante el método reportado en la literatura®

que se ilustra en el Esquema 1.

Esquema 1
Ry
Ra
Rz N Ra n=14 X=7TsO
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En general, el método consistié en hacer reaccionar a la piridina adecuada con
el cloruro o el bromuro de alquilo correspondiente en un disofvente polar de alto punto
de ebullicidn, utilizando yoduro de potasio como catalizador. En el caso de los
derivados de hexadecilo (cetilo) se sintetizaron mediante la reaccién de la piridina
adecuada con tosilato de hexadecilo, para formar el tosilato de piridinio, el cual
intercambid el tosilato por el ion bromuro durante la purificacién por Cromatografia

Rapida de Columna (FCC, Flash Column Cromatography).

La mayoria de las reacciones se realizaron en un Reactor Parr de 300 mL, en
atmosfera de nitrégeno. La estructura de los compuestos preparados se elucidé por los

datos de los analisis de EM, RMN de 'H y **C, y elemental.

Asl, cuando se tratd ia 4-acetilpiridina con tosilato de cetito en acetonitrilo a 130
°C con 200 psi de nitrbgeno como presion interna, se obtuvo el tosilato de 4-acetil-1-
hexadecilpindinio. El compuesté se purific6 mediante FCC, eluyendo el bromuro de 4-
acetil-1-hexadeciipiridinio (3). El sdlido resultante de la cromatografia se recristalizé de

acetona/éter, dando un polvo amarillo claro.

De manera similar, cuando se trat6 la 2,4,6-colidina con tosilato de cetilé, en
acetonitrilo a 100 °C durante 9 dias, llevé al tosilato de 1-hexadecil-2,4,6-
trimetilpiridinio. El tosilato se purific6 mediante cromatograffa rapida de columna, con lo
cual se separ6 el bromuro de 1-hexadecil-2,4,6-trimetilpiridinio (10). Este se recristalizo

de acetona/éter dando agujas blancas.
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Cuando se hizo reaccionar a la 4-acetilpiridina con el bromuro de 1-dodecilo
(bromuro de laurilo) en'acetonitrilo y 0.1 % de yoduro de potasio como catalizador,
después de 27 h de reaccién a 100 °C y 200 psi de presion, se obtuvo el bromuro de 4-
acetil-1-dodecilpiridinio (11). El compuesto se purifico mediante cromatografia en
columna de fase normal, con gel de silice como fase estacionaria, y una mezcla de
cloroformo:metanol (95:5) como fase movil. Después de concentrar a 5 mL en el
rotavapor, a las fracciones que contenfan al compuesto puro se les adiciond éter y se

indujo la cristalizacién, obteniéndose asi hojuelas color paja.

Por otra parte, cuando se trato a la 2,4,6-trimetilpiridina (2,4,6-colidina) con bromuro

de dodecilo, en presencia de 1% de yoduro de potasio como catalizador y acetonitrilo a

reflujo por 14 dias, se obtuvo el bromuro de 1-dodecil-2,4,6-trimetilpiridinio (12). El

compuesto se recristalizé de acetato de etilo dando hojuelas blancas con un punto de
fusion de 92-94 °C, concordante con el reportado en la literatura.*

Un segundo grupo de moléculas que se considerd pertinente sintetizar

(Esquema 2) fueron los derivados 4-metoximetilo (14 y 18).

Esquema 2
CH,CI CH,OCH, CH,OCH,
X Na X CR3(CH)nCH,-X
4 CH3OH / ‘/
N N N 'x

22 CH,(CH,)nCH,

14:X=QTs.n=14
18: X =8r,n=10
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La 4-(metoximetil)piridina (22) se sintetizé por tratamiento del cloruro de picolilo
con metdxido de sodio recién generado. Después de 72 h, la reaccién se completd y 22
se purificd mediante destilacién de bulbo a bulbo, resultando un liquido incoloro (40%).
Su punto de ebullicion (90-97 °C, 6 mmHg) y el espectro de resonancia magnética

proténica fueron concordantes con lo reportado en la literatura.®

La piridina 22 recién destilada se hizo reaccionar con el tosilato de cetilo para dar
el tosilato de 1-hexadecil-4-(metoximetil)piridinio. Después de purificarlo mediante FCC,
se obtuvo el bromuro de 1-hexadecil-4-(metoximetil)piridinio (14), el cual se recristalizé

de acetona/éter dando agujas blancas.

Por ofro lado, cuando 22 se traté con bromuro de dodecilo, acetonitrilo, 169 psi
de nitrégeno y se calentd a 120 °C durante 3 dias, se obtuvo el bromuro de 1-dodecil-4-
(metoximetil)piridinio (18). Al igual que los compuestos anteriores se purificd mediante

FCC, se recristalizo de acetona/éter dando agujas blancas.

Finalmente, tomando en cuenta la toxicidad de las piridinas se decidié sintetizar
un analogo de la vitamina B6, el cual tiene el anillo de pindina. Para ello, se formé la
base libre del clorhidrato de piridoxina utilizando KOH en metanol. Después de
concentrar a sequedad, el sélido remanente se transfirid al reactor Parr donde se le
hizo reaccionar con tosilato de cetilo en acetonitrilo con 160 psi de nitrégeno como

atmosfera inerte.
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Después de 6 h a 120 °C se obtuvo el tosilato de 1-hexadecil-3-hidroxi4,5-
bis(hidroximetil)-2-metilpiridinio (19), el cual se separd mediante FCC vy se recristalizd
de acetona/éter, dando agujas color paja.

4.4 Determinacion del coeficiente de particién agua/octanol

El coeficiente de particién agua/octanol se determiné mediante el método de
Hansch y Leo." De manera breve, el protocolo del estudio fue el siguiente:

Determinacion de la longitud de onda en la regidn ultravioleta (u.v) para los
compuestos seleccionados. Para cada uno de los compuestos sintetizados se
prepard una solucién con una concentraciéon de 0.6 mg/mL en metanol. Cada solucion
se sometié a un barrido completo en la zona de 220 a 500 nm en el espectrofotémetro,
de estos resultados se selecciond la longitud de onda con una absorbancia mayor a 1.0
unidades.

Curva estandar de los compuestos. Una vez determinada la longitud de onda
6ptima se procedid a construir la curva estandar de cada compuesto en un rango de
0.01 a 0.10 mg/mL en la mayoria de los casos. Los datos estadisticos obtenidos
permitieron obtener la ecuacién lineal que relaciona la concentracidon con la
absorbancia.

Determinacion del coeficiente de particion. Para la determinacién del
coeficiente de particién se pesaron 10 mg del compuesto en cuestion y se disolvieron
en 10 mL de agua deionizada (Waters MilliQ system), excepto para el compuesto 3, el
cual se disolvié en actanol. Para construir la curva estandar se tomaron alicuotas de la
solucién anterior y se diluyeron para tener concentraciones de 0.1 a 0.0001 mg/mL. Por
ofro lado, para el proceso de particion entre las dos fases se siguieron dos-

procedimentos:
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a) Por centrifugacién. De la solucion original se tomaron alicuotas para adicionar
0.1, 0.5 y 1.0 mg/mL a la fase acuosa u octandlica de acuerdo al compuesto y se
adicionaron a un tubo de centrifuga de 50 mL que previamente contenia 20 mL de agua
(saturada toda la noche con octanol a 25 °C) y 1 mL de octanol (saturado con agua
destilada toda la noche a 25 °C).

La particion se llevd acabo agitando el tubo por espacio de un minuto™ y
enseguida se separaron las fases por centrifugacidon (15000 g, 15 min, a 25 °C). Se
determind la absorbancia de la fase acuosa, y se interpold con la curva estandar
generada para el compuesto correspondiente. Después, considerando las diluciones
hechas, se calculé la cantidad de compuesto presente en la fase acuosa y por
diferencia con la cantidad adicionada al inicio se determind fa cantidad en la fase
octanolica.

b) Utilizando un embudo de separacién. Para el proceso de particion entre las
dos fases se transfirid un mL de cada solucién astandar a un embudo de separacién de
125 mL, el cual previamente contenfa 20 mL de agua deionizada saturada toda la
noche con octanol. Después, se pipeted un mL de octanol saturado con agua

El embudo se acoplé a un agitador Orbit, y se agité por 1 h, a 200 rpm a 30 °C.
Después de este tiempo se separaron las fases, a la fase acuosa se le determiné su
absorbancia en el espectro de u.v. y cada absorcién se inlterpolo en la curva
correspondiente previamente preparada. La concentracion en octanol se calculd de la
diferencia de la solucidn inicial, menos la concentracién en la fase acuosa, el

experimento se hizo por duplicado para cada concentracion.
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Obtencion del Coeficiente de particion Octanol/Agua. Para cada solucién
estandar se determind el coeficiente de particion mediante la grafica de la
concentracion en agua versus la concentracion en octanol. El logaritmo base diez de la

pendiente es el valor del Log P que se reporta.

4.5 Determinacion de la actividad antibacteriana mediante la
Concentracién Minima Inhibit-oria (MIC)

En la determinacién de la actividad antimicrobiana se utilizé a Escherichia coli
(cepa ATCC25922), Staphylococcus aureus (ATCC 29213) y Salmonella typhimurium
como microorganismos de prueba. El ﬁétodo que se siguid fue el de macrodilucion
establecido por el Comité Nacional para Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS,
por sus siglas en inglés).49 Brevemente:

Preparacion de las bacterias. Cada microorganismo se mantuvo a 4°C y se
cultivd a 37 °C en agar Mueller-Hilton. Antes de su uso en el ensayo, las bacterias se
inocularon en caldo Mueller-Hilton y se cultivaron a 37 °C por 16 hr.

Preparacién de la solucién estandar bacteriana. Se tomd una coléania aislada
del agar Mueller-Hilton y se colocd en 25 mL caldo Mueller-Hilton (previamente
esterilizado), luego, se incubd a 37°C por toda la noche (16 h).

La suspension bacteriana se centrifugd a 4800 rpm por 10 min, el pellet se lavé dos
veces con caldo Muel'ler-HiIton, y se resuspendié en el mismo caldo para obtener asi una

concentracién final de 1-5 X10® UFC (Unidades formadoras de colonias)/mL.
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Preparacién de las diluciones del compuesto a ensayar. Se preparé una
solucién estandar del compuesto en cuestidn disolviendo 10 mg en 1 mL de solucién buffer
de fosfatos (en compuestos con poca solubilidad, se utilizd etanol o sulféxido de dimetilo
en una concentracién no mayor a 5%). De esta solucién estandar (10 mg/mL) se preparon
series de diluciones: se tomé 0.1 mL de solucién estadndar y se transfirié a un tubo estéril
con 1.9 mL de caldo Mueller—Hilton (concentraciéon final 500 pg/mL), se mezcl6 el tubo, y
de éste se tom6 0.1 mL y se colocod en otro tubo estéril con 1.9 mL de la solucién
bacteriana estandar en caldo Mueller-Hilton (concentracion final 250 pg/mL); de igual
forma, se prepararon 10 diluciones sucesivas (concentraciones finales 125, 62.5, 31.25,
15.65, 7.85, 3.975, 1.945, y 1 ug/mL). Se prepararon dos tubos adicionales, uno con caldo
Mueller-Hinton y otro con buffer de fosfatos con 5% del disolvente utilizado. Los tubos se
encubaron por 48 h a 37 °C, y se determiné 1a concentracién minima inhibitoria (MIC) por

visualizacion Optica, determinando aquella ditucién en la cual no se presenté turbidez en el

medio.

4.6 Determinacion del nivel residual de los compuestos seleccionados
mediante HPLC

4.6 1. Determinacién de CPC en alimentos: carne de pollo

El cloruro de cetilpiridinio se determiné por el método reportado por Zhou y
colaboradores."! Para esto, la camne se traté con una solucién de CPC (0.1 a 0.4%); tuego,

se extrajo con 900 mL de etanol al 5% en una bolsa cerrada Stomach, durante una hora a

60 °C, a 200 rpm.
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Después de enfriar a temperatura ambiente, el extracto se transfirid a un matraz
volumeétrico de 1 litro y se llevd a la marca de aforo con etanol al 95%. Se tomaron
alicuotas de 5 mL y se adicionaron 135 ng (en 56 pl) de una solucién estandar de
cloruro de dodecilpiridinio (DPC); se centrifugb a 15000 g por 8 min. Se inyectaron 20
UL de los sobrenadantes al sistema de HPLC (ver instrumentacion).

Curva estandar. Se prepararon soluciones estandar tales que, 100 uL de estas
dieran concentraciones de 32, 16, 8, 4, 2 y 1 pg/mL al adicionarlas a 5 mL de extracto
de pollo sin tratamiento (blanco) mas 135 ug (en 56 pl) de una solucién estandar de
cloruro de dodecilpiridinio (DPC) como estandar interno. Se calculé la razén de las
areas bajo la curva (ABC) del CPC adicionado entre el DPC aradido versus la
concentraciéon de CPC.

Las condiciones del sistema de HPLC fueron las siguientes:

Volumen de inyeccion de la muestra: 20pl

Columna: Ciano Alltima

Fase movil: 37% TMAHP 67% MeOH, Velocidad de flujo: 2 mL/min

Detector: U.V, 260 nm, 0.1 AUFS, Chart "1”

Estudios ;ie especificidad para el analisis del CPC en extractos de
alimentos. Para examinar la pureza de pico, se midi6 la absorbancia de pico a 254 y
260 nm para mezclas de CPC y de DPC en etanol al 95%. Las condiciones de HPLC
fueron las mismas que las establecidas al inicio, y se midieron las razones de

absorbancia a estas longitudes de onda.
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4.6.2. Determinaciéon de CPC en alimentos: carne de res

Ensayo sobre carne de res. En este ensayo se emplearon 5 muestras de
carne de res donadas por la Dra. Catherine Cutter del Centro USDA, del centro de
Investigacién en céarnicos, en Nebraska, USA.

Las muestras, cortadas en cuadros de 4.5 X 6 cm?, con un peso aproximado de
13-20 g, se descongelaron y cada una se extrajo con 70 mL de alcohol al 95% en un
matraz erlenmeyer de 125 mL, a 60 °C por 1 h. El extracto frio se colocé en un matraz
volumétrico de 100 mL y se llevo a la marca de aforo con etanol al 95%.

De esta solucion esténd'ar se tomaron alicuotas d>e 5 mL, a las cuales se les
adicionaron 135 mg del estandar cloruro de dodecitpiridinio (titulo final 26.5 mg/mL) que
sirvio como estandar intemno. Estas alicuotas se centrifugaron a 15000 X G por 8
minutos. 20 ul de esta solucién se analizaron mediante HPLC.

Curva estandar de calibracién. Para |la curva estdndar de calibraciéon se
prepararon soluciones estandar de CPC, para que adicionando 30 plL dieran
concentraciones en un rango de 3-200 pg/mL. Estas soluciones estandar se
adicionaron a extractos blancos de came de res (inciso anterior) y se analizaron de
acuerdo al método de extracciéon. Se calculé la razédn de las areas bajo la curva (ABC)
del CPC adicionado entre el DPC afiadido versus la concentracion de CPC.

Estudios de recobro del CPC. Se prepararon soluciones estandar para los
estudios de recobro, para elio, se pesaron exactamente 6.0 y 3.0 mg de CPC en una
balanza analitica Sartourios, después se transfirieron a un matraz volumétrico de 100
mL y se lievé a marca de aforo, llevando a concentraciones finales de 0.60 y 3.0 mg de

CPC/mL de alcohol.
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Un mL de estas soluciones se aplicd a la superficie de cuadros de came de res
libres de CPC mediante una microjeringa en un tiempo de 2 h. Las muestras se
guardaron a -70 °C hasta el dfa de su anélisis. Las muestras se extrajeron de acuerdo
al método establecido. EL recobro se calculé como la razén entre el CPC medido entre

el CPC adicionado.

Determinacion la recuperacion del CPC aplicado a la carne de res. Cinco
muestras de came de res con un peso aproximado de 25 g se lavaron a presion (125
psi) con una solucién al 0.1% de CPC por 15 seg. Este experimento se realizé por
triplicado bajo las mismas condiciones experimentales. Para ver el efecto del tiempo en
el tratamiento con las soluciones de CPC, se dejdé que la solucién permaneciera por
diferentes tiempos, y después se lavd la came por 15 segundos mediante agua a
presion. Los tiempos seleccionados fueron los siguientes: CO, sin lavado de agua, C5,
C10, C15, C30 con lavado de agua después de 5, 10, 15 y 30 minutos de aplicada la
solucion de CPC.

Las muestras se empacaron al vacio y se guardaron a 4 °C hasta el momento
del anadlisis. La cantidad de CPC residual se extrajo mediante el método desarrollado
anteriormente.

4.6.3. Determinacién en modelo de frutas: manzanas.

Se tratd de emplear el método previamente descrito para cuantificar los
residuos en manzanas, pero en el extracto etandélico aparecieron coextractos que
interfiieron con la cuantificacion del analito, por lo que fue necesario desarrollar una
técnica de pretratamiento (extraccion de fase sélida de intercambio idnico) para eliminar

las interferencias presentes.

54



DESARROLLO DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

Al mismo tiempo, se mejoraron las condiciones del método de HPLC, ya que
la velocidad de flujo de la fase movil (2 mL/min) era muy agresiva para la vida de la
columna. Asi mismo, se realiz6 la validacidén completa del método, incluyendo la fase
de pretratamiento.

Materiales. Para este método se utilizaron dos tipos de manzanas:

a) Manzanas tratadas con cera del tipo Granny Smith, con un peso de 95a 180 g,
de la compaiia First Fruit de Washington (Prescott, WA), las cuales se
compraron en una tienda de autoservicio en Arkansas.

b) Manzanas sin cera (organicas) del tipo Black Arkansas, con un peso de 150-
220 g, las cuales también se compraron en un mercado en Arkansas

Para el pretratamiento de extraccidén en fase soélida de intercambio 16nico se

utilizaron cartuchos CBA bond elut de Varian (&cido carboxilico), de 500 mg (3 mL de
volumen), que se acondicionaron de la siguiente forma:
1) Lavado del cartucho con 2.5 mL de metanol (grado HPLC)
2) Aplicacién de 2.5 mL de 0.2 M trifosfato de sodio, para activacion de los
grupos de intercambio iénico.
3) Lavado del cartucho con 2.5 mL de agua deionizada.
Para el analisis de HPLC se utilizé el mismo sistema referido en la seccion 4.4.2 en

las siguientes fases:
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A) Desarrollo del método para determinar el CPC in Manzanas

1) Extraccién del analito:

Las manzanas se pesaron y se colocaron individualmente en una bolsa Stomach de
polietileno, adicionandose enseguida etanol al 95% (2mL etanol por gramo de manzana) y
se agitaron por espacio de 1 h, a 60 °C en un agitador Orbit. Después de enfriar a
temperatura ambiente, se tomaron alicuotas de 50 mL y se guardaron a —20 °C hasta el dia
de su anélisis.

2) Pretratamiento de la muestra con extraccion de fase sélida de intercambio 16nico:

Se tomaron alicuotas de 10 mL del extracto etanélico a analizar y se adicionaron 90
pg (30 ) de unma solucibn estandar de cloruro de estearilpiridinio (cloruro de
octadecilpiridinio, SPC) como estandar intemo. La muestra se aplic6 a un cartucho de
extraccion de fase sélida de intercambio 16nico (CBA bond elut, 500 mg) que previamente
habla sido acondicionado. Después de aplicar toda la muestra, el cartucho se lavé con 5 mL
de metanol (grado HPLC). La muestra se eluyé con 2 mL de HCI al 2% en metanol (grado
HPLC) y se colecté en un vial.

3) Inyeccidn de la muestra:

Se inyectaron 20 pL de la muestra, colectada en el pretratamiento anterior, en el
sistema de HPLC referido en la seccion 4.4.2, pero se hicieron las siguientes
modificaciones: se cambio el estandar intemo, que en el método previo fue el derivado de
12 carbonos (cloruro de dodecilpiridio, DPC), por un compuesto con un tiempo de retencién
mayor (cloruro de octadecilpiridinio, SPC), el cual se sintetizé de acuerdo al método

reportado por Shelton,* se identifico y se evalué su pureza (98%).
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Para una mejor separacién de los picos del estandar interno (SPC) y del CPC,
se modific6 la fase mévil (metanol: 0.008 M TMAHP) de 67:37 a una relacién 29: 71, con
lo cual los dos picos se diferenciaron perfectamente. De igual forma se modifico la
velocidad de flujo de la fase mévil, de 2 mL/min (presién del sistema = 3880 psi) a
1min/mL (1400 psi) para aumentar la vida de la columna, asf como eliminar problemas de
alta presion. Todos los analisis se realizaron en un tiempo de 20 minutos.

B) Validacion del método.
1) Curva de calibracion

Se prepararon muestras de 10 mL de extracto etandlico de manzanas libre de
CPC (blanco) y se les adicionaron 50 ul de soluciones estandar de CPC para obtener
concentraciones finales de 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 ug/mL. A oadav muestra se le agrego 30
pl de la solucion estandar de SPC (30 pl, 90 pg). Las muestras se analizaron segun lo
descrito arriba (inciso A). Cada experimento se realiz6 por duplicado. Con estos datos se
construyd la curva de calibracion del sistema, graficando la relacion de areas del CPC
entre el area de SPC versus Ja concentracion de CPC, usando regresion lineal ajustada
para determinar la linearidad del sistema.

2) Precision y exactitud del método.

Se tomaron alicuotas de 10 mL de extracto etandlico blanco de manzana y a
cada alicuota se le adicioné 50 ul de solucién estdndar para dar concentraciones
finales de 0.61, 15.00 y 30.00 pg/mL. A las muestras se les agregé 30 pl de solucién
estandar SPC (90 ug) y se analizaron de acuerdo al inciso A. Los experimentos se
realizaron por quintuplicado en el mismo dia (intra dfa) o una determinacion por 5 dias

consecutivos (inter-dia).
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3) Analisis de recuperacion del analito mediante la extraccion etandlica:

100 mL de soluciones estandar de CPC en agua (correspondientes a una
éoncentracién final de 0.212 y 7.48 mqg) se aplicaron o mas homogéneamente posible en
la superficie de las manzanas con microjeringa. Después de que las manzanas se
secaron, se extrajeron y analizaron de acuerdo al método anterior (inciso A). El % de
recuperacién se calculd como la relacién de la cantidad de CPC determinado-entre la
cantidad de CPC aplicada.

4) Anélisis de la recuperacion del analito en la fase de extraccion sdlida de
intercambio i6nico

Se tomaron alicuotas de extracto bianco de manzana y a cada alfcuota se le
adicioné 50 pL de solucién estandar de CPC para dar concentraciones finales de 0.6, y
30 ug/mL respectivamente. Se realiz6 la extraccion y anélisis del sistema de acuerdo al
inciso A sefalado arriba, excepto que el estandar interno se adicion6 después de la
extraccién de la fase de extraccion sélida de intercambio ibnico. El porcentaje de
recuperaciéon de la fase de EFS-Il se calculé como la relacién dei CPC medido entre el
CPC determinado.

5) Determinacién del nivel residual en manzanas.

Se tomaron cinco manzanas de cada grupo (Granny Smith y Black Arkansas),
se transfirieron a una bolsa Stomach en grupos de tres manzanas y se trataron con
soluciones de CPC al 0.2 y 0.4% (0.4 mL de solucién por gramo de manzana) por tres

minutos con agitacién suave.
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Se eliminéd la solucidn por aspiracién y se lavaron las manzanas con agua (0.8
mL de agua por gramo de agua, Temp. 0 25 °C, pH= 7.2) dos veces. Después de que se

secaron, las manzanas se pesaron y se analizaron como se describe en el inciso A.

4.6.4 Determinacién de los compuestos seleccionados para su evaluacién

residual.

Se evalud el nivel residual de los compuestos sintetizados y que mostraron el
mejor perfil (coeficiente de particién versus actividad antimicrobiol6gica), al menos en

dos modelados (pollo, o pescado, o came de res, y manzana) mediante los métodos

arriba sefalados.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se presentan los resultados obtenidos durante el desarrollo del

proyecto, asf como el analisis de los mismos.

5.1 Modelado Molecular

La busqueda exhaustiva en la literatura proporcioné la estructura de alrededor de
64 moléculas de alquilpiridinio con actividad antimicrobiana contra diferentes bacterias,
las cuales presentaban diferente tamafio de cadena y diferente sustitucién en el anillo

de piﬁdinat14-16‘32-41

Estas estructuras se presentan en |la Tabla 1. Aunque existen mas moléculas de

1818 4 fueron consideradas en el estudio de

alquilpiridinio reportadas en la literatura,
mddelado molecular, ya que para determinar su actividad se emple6 el método de

disco,*’ el cual s6lo da una medida cualitativa de la actividad.

La mayorfa de las moléculas de la Tabla 1 se encontraron en la base
cristalografica Cambridge en Unity 4.1 dentro de Sybyi 6.5, por lo que su optimizacion
con el semiempirico PM3 fue directa. Sélo los derivados dimetilados, trimetilados, asi
como los derivados de 3-N,N-dietilamida se optimizaron modificando la estructura del

cloruro de cetilpiridinio (CPC) para enseguida emplear el algoritmo de PM3.
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5.1.1 Estudios de la relaciéon cuantitativa estructura actividad clasica

(2D-QSAR)

Una vez optimizadas las moléculas se determinaron algunos descriptores que se
generaron con el semiemplirico PM3, principalmente LUMO, HOMO, momento dipolar y
el calor de formacién. Al mismo tiempo se calcularon algunos Indices topograficos para
las moléculas, empleando el programa Cache 5.40 (Demo de evaluacion, Fujitsu, USA).

En la Tabla 5 se presentan los resultados obtenidos.

Con estos datos, y los presentados en la Tabla 1, se caiculé la matriz de
correlacién para encontrar aquellos descriptores que presentaran una correlacién
significativa y al mismo tiempo que entre ellos no fueran colineales. La Tabla 6 presenta

esta matrz de correlacion.

Como se puede apreciar en la Tabla 6, s6lo el Log P dio una buena correlacion
(resultados en negritas) con todas las actividades encontradas. En el caso de
Pseudomonas aeruginosa se obtuvo una correlacidn mediana con el indice de

conectividad (r de 0.7812), y con una predictibitidad buena (g2 de 0.718).

La Tabla 7 presenta las ecuaciones 2D-QSAR que se encontraron entre el Log P
y el MIC para Bacillus subtilis (bacteria Gram positiva) y Escherichia coli (bacteria Gram
negativa), empleando el programa Biobyte (Claremont, Ca. USA). S6lo se muestran las
ecuaciones para estas bacterias debido a que presentan el mayor niumero de moléculas

(n=49).
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Tabla No. 5. Derivados de alguiIEiridinio seleccionados y los descrigtores calculados
“

Compuesto Descriptores
“
Cola Cabeza LogP?  MD° DH® HOMO® PP CUMO” Cr°
No de Sustituyente
Carbonos en la piridina
16 2-Metilo 1.95 1.89 -51.62 -9.71 6.66 -3.31 11.343
16 2,4-Dimetilo 3.90 1.75 -61.08 -9.61 6.58 -3.29 11.736
16 3-Carbamollo 1.44 3.92 -48.85 -9.57 6.92 -3.51 12.236
16 3,4-Dimetilo 3.16 1.82 61.19 -9.49 6.60 -3.26 11.736
16 3-Metilo 3.35 1.62 -2B.95 -8.55 6.64 -3.24 11.326
16 3-DEAC” nd 1.75 -36.94 -9.69 6.67 -3.33 12.864
16 4-Butenilo 2.81 1.91 -43.17 -9.98 6.73 -3.32 10.932
16 No sustitulda 0.19 1.91 -19.05 -9.72 6.65 -3.29 8.343
10 2-Metllo 0.54 1.77 -28.49 -9.61 6.58 -3.27 8.736
10 2,4-Dimetilo -0.29 3.92 -48.85 -9.57 6.92 -3.51 9.236
10 3-Carbamoilo 0.65 1.64 -27.94 -9.48 6.60 -3.26 8.736
10 3,4-Dimetilo 0.76 1.62 -28.95 -9.55 6.64 -3.24 8.72
10 3,5-Dimetilo nd 1.92 -9.36 -9.68 6.47 -3.06 9.864
10 3-DEAC® 0.11 1.91 -10.64 -9.97 6.72 -3.32 7.932
10 4-Butenilo 1.41 1.92 47.7 -9.53 6.45 -3.17 10.147
10 No sustituida 1.44 1.73 -39.31 -0.6 6.59 -3.29 9.736
12 2,4,6-Trimetilo 2.05 1.99 -38.4 -9.53 6.54 -3.20 9.753
12 2,4-Dimetilo 0.95 1.52 -28.82 -8.63 6.52 -3.04 9.343
12 2,6-Dimetilo 0.64 5.32 -114.71 -10.37 7.21 -3.98 10.236
12 2-Amino nd 4.04 13.41 -10.24 7.27 -4.01 9.881
12 2-Carboxilo 1.34 1.88 -35.64 -9.76 6.67 -3.32 9.864
12 2-Ciano 1.32 1.89 -29.93 -9.71 6.66 -3.31 9.343
12 2-Etilo 1.75 1.89 -39.95 -9.72 6.64 -3.28 10.381
12 2-Metilo 1.91 1.64 -38.78 -9.48 6.60 3.26 9.736
12 2-Propllo 1.92 1.64 -39.75 -9.56 6.63 -3.23 9.72
12 3.4-Dimetilo 0.60 1.52 -28.82 -8.63 6.52 -3.04 10.236
12 3,5-Dimetiio 0.60 1.52 "-28.82 -8.63 6.52 -3.04 10.236
- 12 3-Amino -0.17 3.01 -111.09 -10.32 7.04 -3.65 10.236
12 3-Carbamoilo nd 5.08 26.17 -10.22 7.14 -3.74 9.864
12 3-Carboxilo 0.05 1.75 -15.29 -9.69 6.66 -3.32 10.864
12 3-Ciano 0.63 5.47 -61.14 -9.31 7.04 -3.76 10.236
12 3-Metilo 0.05 1.75 -15.29 -9.69 6.66 -3.32 10.864
12 4-Amino 0.63 5.47 -61.14 -9.31 7.04 -3.78 10.236
12 4-Butenilo 0.09 5.29 -114.71 -10.37 7.22 -3.99 10.236
12 4-Carbamoito nd 6.83 10.85 -10.22 7.23 ~4.02 9.864
12 4-Carboxilo nd 1.76 -30.98 -9.68 6.65 -3.31 9.326

MD= Momento bipolar; Pl = Potencial de Jonizacién; Cl = Indice de conectividad; "Experimental, Kourai
“!: ®Mopac en Sybyl 6.8; “Cache 5.041; nd= no determinado; 93-N.N-dietilaminocarbonilo.
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Tabla No. 5 .......continuacion
—————
h
Compuesto Descriptores

Cola* Cabeza* Log

No de Sustituyente ~ P*  MD"  AH®  HOMO® PI°  LUMO® cr

Carbonos. en la piridina
12 4-Ciano 215 191 -21.49 -9.98 6.72 -3.32 8.932
12 4-Metilo 227 1.88 -40,77 -9.71 6.66 -3.31 10.343
12 No sustituida 247 1.73 -50.21 -9.61 6.59 -3.29 10.736
14 2-Metilo 114 2.97 -70.50 -9.57 6.95 -3.54 11.236
14 2.4-Dimetilo 283 1.86 -56.33 -9.43 6.42 -3.01 10.736
14 3-Carbamoilo 29 1.66 -50.55 -9.56 6.62 -3.21 10.72
14 3,4-Dimetilo ng 1.76 -26.12 -9.69 6.66 -3.32 11.864
14 3,5-Dimetilo 3.56 1.93 -32.32 -9.97 6.72 -3.31 9.932
14 3-3-DEAC! -0.77  1.91 821 972 6.65 -3.29 7.343
14 4-Buterilo -0.57 176 -17.65 -9.61 6.58 -3.28 7.736
14 No sustituida 0.7 3.89 -37.95 -9.57 6.92 -3.51 8.236
8 2-Metilo 041 165 -17.09 -947 659 -3.25 7.736
8 2,4-Dimetilo -0.17 1.61 -18.11 -9.55 6.64 -3.24 7.720
8 3-Carbamoilo nd 1.75 6.44 -9.68 6.66 -3.32 8.236
8 3,4-Dimetilo -0.08 1.91 0.19 -9.97 6.72 -3.32 6.932
8 3,5-Dimetilo 248 1.92 -62.41 -9.72 6.65 -3.29 12.343
8 3-Niguetamida 3.73 1.78 -71.86 -9.61 6.58 -3.27 12.736
8 4-Butenilo 193 393 -92.17 -9.57 6.92 -3.52 13.236
8 No sustituida 3.17 1.62 -72.03 -9.48 659 -3.26 12.736
18 2-Metilo 3.6 1.62 -72.30 -9.55 663 -3.24 12.720
18 2,4-Dimetilo nd 1.76 -47.79 -9.69 8.66 -3.32 13.864
18 3-Carbamuoilo 3.68 1.9 -54.01 -9.98 6.73 3.32 11.932
18 3.4-Dimetilo nd 6.83 10.85 -10.22 723 4.02 9.864
18 3.5-Dimetilo nd 1.76 -30.98 -9.68 6.65 -3.31 9.326
18 3-3-DEACY 2.15 191 -21.49 -9.98 8.72 ~3.32 8.932
18 4-Butenifo 227 188 40.77 -9.71 6.66 -3.31 10.343

E— —
MO= Momento bipolar; Pl = Potencial de ionizacién; Cl = |ndlce de conectividad;

41 ®Mopac en Sybyl 6.8; “Cache 5.041; nd= no determinado; ?3-N,N-dietilaminocarbonilo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

TABLA 7. Ecuaciones 2D-QSAR de la actividad antimicrobiana y el logaritmo del

coeficiente de particion (Log PZ de los compuestos de aIguiIEin'dinio

Modslo n® P s eq.
Regresion lineal

LogMICpgsupans = 0.634 (0.125) Log P+ 4.115 (0.245) 49 0.846 0.533 1
LogMICg.y = 0.468 (0.087) Log P+ 3.592 (0.171) 49 0.874  0.347 2

Regresién Bilineal
49 0.904 0.443 3
LogMICayupims = 1.131 (0.239) Log P - 1.150 (0.498) BILIN
{Log P) + 3.934 (0.220)
Log P 6ptimo = 3.548, Log (beta) =-1.788

LogMIC g = 0.825 (0.180) Log P - 0.759 (0.349) BILIN 49 0913 0.298 4
(Log P) + 3.475 (0.156)

Log(beta) = -1.651

Regresion Parabdlica
49 0.882 0482 5

LogMIC gegnms = 1.189 (0.276) Log P - 0.179 (0.082) (Log P)*
: + 3.986 (0.216)
Log P éptimo = 3.322

LogMIC g = 0.843 (0.195) Log P - 0.121(0.058) (Log P)* 49 0.910  0.298 6
+3.505 (0.153)
Log P GEtimO = 3.484
————— ———

e
n® numero de compuestos, r coeflciente de correlaclon s° desviacién estandar

En las ecuaciones de la Tabla 7 se puede observar que la correlacién es muy
alta utilizando el modelo bilineal. Los datos del modelo lineal (pendiente e intercepto al
origen) mostraron que las bacterias Gram positivas son mas susceptibles a los
compuestos de alquilpiridinio que Ias bacterias Gram negativas, como lo hablan notado

anteriormente Lien y col."

En general, todos los modelos son relativamente buenos; si
bien r no es 0.99, todos los métodos presentaron un r mayor a 0.85, que es considerado
significativo para una ecuacién 2D-QSAR con 49 compuestos. Estas ecuaciones se

pueden utilizar para predecir la actividad de los compuestos disefiados.
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Sin embargo, una de las desventajas del QSAR clasico en este tipo de
compuestos (alquilpiridinio) es el de encontrar los valores de Log P, ya que su célculo a
través de algoritmos computacionales no es exacto, debido a la variacién de la carga
positiva en el nitrbgeno. Los valores de Log P que se presentan en las Tablas 1y 5 son
experimentales. Si se quisiera predecir la actividad de nuevos compuestos serfa
necesario, primero, sintetizar los compuestos, y luego, determinar el Log P. Esto
implicarfa no realizar un disefio racional, uno de los objetivos principales de esta tesis.
Para resolver este escollo, se procedid al estudio de las relaciones cuantitativas
estructura actividad en tres dimensiones,*' en el cual, ios descriptores se generan sobre

la estructura tridimensional de la compuestos.

5.1.2 Estudios de la relacién cuantitativa estruciura-actividad

tridimensional (3D-QSAR)

Los estudios (3D-QSAR) se hicieron con el médulo (COMFA® en éybyl 6.8. Para hacer
esto, se utilizé6 el comando Macht de Sybyl para alinear las moléculas previamente
optimizadas. Para el alineamiento se tomé como modelo la conformacién de minima
energfa del CPC (primeros 3 carbonos de la cadena lineal y el nitrégeno cuaternario).
Con todas las moléculas alineadas se construyé la base de datos para determinar los
contomos de CoMFA. Primero se procedié a evaluar el nimero de componentes del

sistema, asi como si el modelo era estadisticamente significativo.
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Tabla 8. Andlisis de minimos cuadrados parciales (PLS) entre la actividad

antimicrobiana de los compuestos de alquilpiridinio y los campos electroestaticos y
estéricos de CoMFA

s

Bactena q2 No. comp. S_ERR* F* n
P. aeruginosa 0.811 5 0.93 0.154 79.77 36
E coli 0.602 2 0.707 0.394 61.54 61
K pneumoniaca 0.933 9 0.981 0.145 145.78 42
B. subtilis 0.635 2 0.756 0.502 74.33 55
B. megaterium 0.835 4 0.927 0.268 97.70 36
S. aureus 0.873 6 0.994 0.089 739.68 48

*S_ERR es el error esténdar. £ es el valor estadistico de F (=0.05)

Para ello se utiliz6 el método de minimos cuadrados parciales de validacion
cruzada dejando uno afuera (PLS, cross validated, Leave —one-out) y enseguida se
evalud la linealidad del sistema con PLS, pero ahora sin validacién (PLS non validated),

todos los datos obtenidos se presentan en la Tabla 8.

Las ecuaciones que se obtuvieron son estadisticamente significativas, ya que la
correlacién validada es alta (g*>0.6, que significa que el modelo tiene una probabilidad
mayor al 60%), y 1a linealidad es buena en algunos casos (* = 0.701, y r = 0.84, para E.
coli ) y en otros es excelente (= 0.92, y r = 0.96, para B. megaterium). Las Figuras 3 y
4 presentan los contormos estéricos y electrénicos generados por CoMFA, para una

bacteria Gram negativa (K. pneumoniae) y una Gram positiva (S. aureus).

En las Figuras 3 y 4 se puede ver que los contomos verdes y amarillos (indicando
los campos estéricos) se encuentran en la cadena alquilica, mientras que los contornos
azules y rojo (indicando los campos electrénicos) son predominantes en el anillo de
- piridina. La actividad se incrementa cuando se aumenta la cadena alquflica a 14-16

atomos (contorno verde).
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Figura 3. Contornos generados por CoMFA en los compuestos de alquilpiridinio, en la figura se muestra el
compuesto 4. Los contornos implican que aumentar (verde) o disminuir (amarillo) los grupos estéricos, o
incrementar (rojo) o disminuir (azul) la densidad electrénica, aumentara la actividad antimicrobiana en K
pneumoniae

Figura 4. Contornos generados por COMFA en los compuestos de alquilpiridinio, en la figura se muestra el
CPC. Los contornos implican que aumentar (verde) o disminuir (amarillo) los grupos estéricos, o incrementar
(rojo) o disminuir (azul) la densidad electrénica, aumentara la actividad antimicrobiana sobre S. aureus

Mientras que la actividad disminuye cuando el tamafio es mayor a 18 carbonos

(contorno amarillo en el modelo de K. pneumoniaea), concordando con lo que se
reporta en la literatura.***® Otra de las ventajas de CoMFA es que puede predecir la
actividad de los compuestos antes de ser sintetizados, ayudando en el diseilo de

nuevas moléculas.
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Para ello s6lo se necesita construir (o modificar una estructura similar, si el cambio
no es muy drastico) la molécula, alinearla y calcular las cargas de todos los atomos
presentes en la molécula.

Basandose en astos contomos se disefiaron compuestos con hidroximetilo, metoxi,
acetilo y metilo en diferentes posiciones, los cuales se modelaron, alinearon y su
actividad fue predicha empleando los diferentes modelos creados por CoMFA. Sélo
aquellos compuestos que resultaron mas activos, y que en el papel presentaban mayor

factibilidad sintética, se consideraron para su sintesis.

5.2 Sintesis de los compuestos:

Para obtener las moléculas disefiadas se consideré en un principio emplear el
meétodo empleado en la I'rteraturan':’s y que se presenta en el Esquema 1. En un
principio se realizaron reacciones sin disolvente, como se manejaba en la literatura®>3-
37 pero después de cierto tiempo (10 dias) sélo se obtenfan trazas de producto.

Al mismo tiempo, para el desarrollo de la técnica de HPLC para la determinacion
del cloruro de cetilpiridinio en manzanas, fue necesario sintetizar el cloruro de
octadecilpiridinio (20). Se sigui6 el método de Devinski:"8 con lo que se obtuvo 20 en un
50% de rendimiento y con una pureza excelente para su uso en HPLC.

Con este antecedente, la reaccién en general parecia simple, sin embargo, con el
poco rendimiento y el tiempo de sintesis tan largo, fue necesario el optimizar las
condiciones de reaccién para la preparacibn de los compuestos. Las variables
consideradas para su optimizacion fueron el disolvente (con lo cual se logr6é obtener el

compuesto 12 en los primeros tres semestres), la temperatura, la presién, el reactivo

alquitante y por uitimo el aislamiento de los compuestos.
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Aun con estas modificaciones, sélo fue posiAbIe obtener los compuestos en un
rendimiento maximo del 20%, pero debido a la accesibilidad de las materias primas se
logré obtener los compuestos en cantidades necesarias para la actividad antimicrobiana
y el nivel residual. A continuacién se describe la optimizaciéon de las variables en las

reacciones efectuadas

A) Disolvente, y la temperatura

Katritzky®® sugiri6 el uso de disolventes de alta polaridad, como metanol y
acetonitrilo, para estabilizar el producto de sustitucién nucleofilica, el ultimo fue
empleado por Devisnkyza'para la sintesis de derivados de alquilpiridinio sustituidos con
dietilcarbamoilo en posicion 3. Tomando en cuenta este hecho se utilizaron disolventes
polares, considerando primero la constante dieléctrica como parametro, y en segundo
término, el punto de ebullicién.

La reaccion se realizé empleando cantidades equimoleculares de reactivos en
atmésfera de nitrégeno, al terminar, se retird el disolvente mediante el rotaevaporador y
la mezcla se vertio sobre éter. Asi, para el compuesto 3, la Tabla 9 muestra los
resultados obtenidos en la optimizacién de la reaccion. Como se puede observar, la
reaccion se llevoé mejor en disolvente, de otra forma se quema (prodgctos negros), y en
general fue mejor emplear un disolvente con un punto de ebullicién alto (comparar los
resultados de los diferentes alcoholes). Pero al mismo tiempo, se favorece la formacién
del producto secundario (reacciébn de eliminacién) al aumentar la temperatura por
encima de 140 °C. En el caso particular del compuesto 3 se decidié emplear el alcohol

isoamilico como disolvente, por su alto punto de ebullicion.
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Tabla 9. Optimizacion de la reaccion por camblio de disolvente en la preparacion
del cloruro de 4-acetil-1-hexadecilpiridinio (3)°

Disolvents Condlclones Reasultados Ref.
Sin Una pequeiia fraccién a las 5 h, después de 7 dlas s6lo 32
disolvente 2% de rendimlento, el producto obtenido fue negro con tres

manchas en CCF.
Sin 140 °C La reaccion terminé en dos dias, pero presentd tres 32
disolvente productos principales, y la mezcla fue café oscuro.
CH;CN Reflujo 0.2 % g después de 8 dias. 38
CH;OH Reflujo Reaccion tenta, sélo un 0.15% después de 9 dias. 41
CH3CH,0H Reflujo Précticamente no hubo reaccién a los 7 dlas. 32
BuOH Reflujo La reaccion terminé a los dos dias, pero al igual que sin

solvente, presenté tres manchas.
BuOH Reftujo por 36 Sélo 5% ds avance de la reaccion a las 5 horas, con un

horas, solo producto, a las 24 horas el progucto oscurecid y el

precipitacion con | producto de eliminacién se incrementé.

éter
Alcohol Reflujo, 128-130 10 % de reaccion a las 12 horas con una sola mancha, a
isoamllico °C las 24 horas tomo café. Sélo dos manchas en CCF del

producto crudo final.

La reaccion se llevd a cabo con cantidades equimoleculares de reactivos, en atmésfera
de nitrégeno.

Cuando se empleb este disolvente para preparar el compuesto 11, ia reaccion se
tomd oscura después de 2 horas, y a las 18 h habla un 90% del producto de
eliminacion al realizar la CCF. Por lo que se decidié emplear una menor temperatura y
al mismo tiempo, tres disolventes: acetonitrilo, monoglima y etanol.

Los resultados se presentan en la Tabla 10. Con estos resultados se decidi6
emplear etanol como disolvente para la preparacion del compuesto 11, a pesar del

bajisimo rendimiento y de la presencia del producto secundario.
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Tabla 10. Optimizacion de la reaccién por cambio de disolvente en la preparacion
del cloruro de 4-acetil-1-dodecilpiridinio (11)?
Disolvente Condiciones Resultados ) Ref.

CH;CN 75-80 °C Solucién oscura al primer dla, después de 6 dlas la 38
reaccién no termind. '

Monoglima 75-80 °C La solucién se tornd oscura al colocar el disolvente,
después de 7 dias, la reaccién no terminé, el producto
presenté tres manchas en CCF.

CH4CH,0H 75-80 °C La reaccidn se oscurecio al segundo dia, y ai tercer dia 32
se detuvo por (a aparicién de un tercer producto.
Rendimiento del 10% de un crudo con 2 productos

principales.

3La reaccion se llevé a cabo con cantidades equimoleculares de reactivos, en atmésfera
de nitrégeno.

De manera analoga se utilizé el acetonitrilo para la sintesis del compuesto 12.
Después de 216 h de reaccidn, su purificacion se logré mediante cromatograffa en
columna normal dando 20% de rendimiento. Los demas compuestos presentaron un
rendimiento sumamente bajo, después de casi tres semanas de reaccién. Por lo que

solo este compuesto fue evaluado en la primera fase.

En general, para los compuestos con cadenas de 12 carbonos se empled el
acetonitrilo como disolvente y una temperatura menor a 100 °C, salvo para el
compuesto 11. Para el caso de los compuestos con cadenas de 16 carbonos fue
necesario incrementar la temperatura, y por ende cambiar el disolvente. Al inicio del
proyecto funcion6 bien el alcohol isoamilico (punto de ebullicion 132 °C), ya que disolvia
perfectamente al halogenuro de alquilo, pero fue necesario cambiarlo cuando se
empleo el tosilato de hexadecilo, reactivo que se solubilizé mejor en acetonitrilo

caliente, y la temperatura se ajusté al utilizar un reactor Parr.
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b) Presion

Por otra parte, fue necesario utilizar presién pa.ra llevar a cabo |a reaccion de los
derivados con 16 carbonos, ya que a presién normal se incrementaba el tiempo de
reaccién. En Ias‘primeras sintesis de este tipo de compuestos sélo se realizaron con
presion atmosférica

Pero al utilizar grupos electroatractores fue necesario incrementar la temperatura
y al mismo tiempo emplear presion, la cual se generaba internamente o bien se
inyectaba al reactor (adicibn de una atmdsfera de nitrégeno). Esta dltima variable
permitid incrementar el punto de ebullicién de disolventes polares como el acetonitrilo o
el alcohol, y por otro lado disminuy6 el volumen en el estado de transicién,®! acelerando

de esta forma el avance de la reaccion.

Para optimizar esta variable se realizaron diferentes reaéciones. ‘en un reactor
Parr, con una mezcla equimolecular de reactivos en acetonitrilo como disolvente, con
diferentes condiciones de presidn, a una temperatura de 130 °C. La.presién de frabajo
es dependiente del reactor utilizado y del regulador del tanque del gas a inyectar. Al
inicio del proyecto (estancia en UAMS), sélo se logré emplear un regulador con 100 psi.
Al realizar la segunda fase, se emple6 un regulador de 200 psi. Los resultados para la

sintesis del compuesto 3 se presentan en |a Tabla No. 11

Como se puede observar, aunque el porcentaje fue bajo, la presion sirvié para
que la mezcla no se tornara oscura, y por otra parte, para obtener un ligero aumento del
rendimiento de la reaccién. Con esto fue posible tener a los compuestos con un

rendimiento al 20%, pero que aun presentaban el producto secundario de eliminacion.
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Tabla 11. Optimizacién de la reaccién por cambio de la presién en la sintesis del
compuesto 3 ‘

Disolvente Condiciones Resultados Ref.
CH3CN 130 °C, PN Solucién oscura al primer dia, incompleta después de

6 dias.
CH4CN 130 °C, 50 psi La solucién se torné oscura al colocar el disolvente,

incompleta después de 7 dias, el producto presentd
tres manchas en CCF.

CHsCN 130°C, 100 psi | La reaccién se oscurecié al segundo dia, y al tercero
se detuvo por la aparicion de un tercer producto.
Rendimiento del 10% de un sélido con 2 productos
principales.

CH,CN 130 °C, 200 psi | La reaccion se oscurecié al segundo dia, y al tercero
se detuvo por la aparicion de un tercer producto.
Rendimiento del 13% de un sélido con 2 productos
principales.

c) El reactivo alquilante

Al inicio del proyecto se consideré obtener derivados con el ion cloruro como
contraién, y que éste fuera equivalente al CPC. Es decir, si el compuesto es un
derivado del cloruro de cetilpiridinio (p.e. con un acetilo en posicién 4) su comparacién
con el lider llevaria a una mejor aceptacién por parte de los consumidores y por otra
parte de las agéencias reguladoras (FDA, principalmente).

Para obtener estos derivados era necesario hacer reaccionar al cloruro de alquilo
con el nimero de carbonos necesarios, 12 y 16 respectivamente. Esto conducia a dos
salvedades:

1) Poca reactividad de los cloruros frente a piridinas poco reactivas (desactivadas
y orto sustituidas). En general, en las reacciones de alquilacién de piridinas, la

reactividad de los halogenuros de alquilo es 1>Br>Cl.*

74



RESULTADOS Y DISCUSION

2) Obtener el halogenuro de alquilo respectivo. Las empresas de reactivos
quimicos sélo venden el cloruro de hexadecilo, o bien, el bromuro de dodecilo.

Es importante resaltar que el contraibn no estd implicado en la actividad
antirﬁiorobiana.32 pero s! en la solubilidad del compuesto. Considerando esto, se decidié
utilizar el bromuro de dodecilo para la obtencién de los compuestos con cadenas de 12
carbonos.

Para los compuestos con 16 carbonos se decidié utilizar el cloruro de cetilo, o
que permitié sintetizar los compuestos 3 y 14, pero su aislamiento fue dificil. En los
primeros intentos se utilizd esta estrategia para sintetizar el compuesto 10, pero debido
al impedimento estérico en la materia prima casi no habfa producto después de 3
semanas. Se intentaron otras estrategias: incrementar la temperatura, utilizar diferentes
disolventes, inyectaf méas presion y utilizar diferentes catalizadores (Nal, Kl), sin lograr
obtener el compuesto deseado.

Cuando se cambid el grupo saliente cloruro, por ef tosilato (preparado en el
laboratorio segun la reaccién del Esquema 3), se logré obtener el compuesto 10 con un
buen rendimiento. Aplicando después la técnica de cromatografia en columna réapida,

se logré cambiar el contraidn tosilato por el ion bromuro.

Esquema 3

i » i
H,C(CH,},;OH <+ CI——ﬁAQ—CHa - N o HQC(HZC)‘EO—ﬁO—CHS
0 o)
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d) Aislamiento de los productos finales

En la literatura se describen tres métodos para aislar los compuestos de la
mezcla de reaccion:™

1.- Lavado del sélido obtenido con éter, recristalizacién empleando dos o tres
volumenes del disolvente en exceso, seguido de enfriamiento extremo para precipitar el
compuesto.

2.- Decoloracién de la mezcla de reaccién con carbén activado empleando
metanol como disolvente, seguido de recristalizaciones hasta obtener el compuesto
blanco.

3.- Cuando el producto crudo de reaccibn muestra ademas el producto de
eliminacién, la mezcla se disuelve en metanol y se adicionan varias gotas de
fenoftaleina. La solucién se titula con hidréxido de sodio hasta obtener un color oscuro y
después se decolora con carbén activado.

En todas las reacciones se presenté el producto de eliminacion, por lo que se
procedi6 a utilizar la técnica namero tres, pero al analizar lo obtenido por CCF, s6lo se
encontré la materia de prima y varias manchas gue no correspondian al producto
esperado. Se intgntaron las otras dos técnicas, en particular la mas eficiente fue la
decoloracién con carbono seguido de cristalizaciones sucesivas, pero el compuesto

enseguida se tornaba colorido, inclusive si se realizaba en atmdsfera de nitrégeno.

Otra metodologia muy empleada en el aislamiento de productos organicos es la

cromatografia en columna.®
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Desgraciadamente los compuestos de alquilpiridinio al ser iones positivos se
unen fuertemente al gel de sllice, por lo que la elusién se hace con disolventes muy
polares, generalmente mezclas de cloroformo y metanol. Una estrategia implementada
para evitar esta union es la desactivacion de la gel de silice con agua.

Esta estrategia permitié el aislamiento del compuesto 12, después de 3 dias de
elusidn lenta y en un rendimiento del 20%. Después de tres columnas se logré obtener
este compuesto en cantidad suficiente para realizar las pruebas de actividad
antimicrobiana y el nivel residual en manzanas.

Sin embargo, esta técnica no funcioné para aislar el compuesto 3, ya que
durante la elusion la columna se tomd café y fue imposible obtenerio después de 50
fracciones.

Una revision en la literatura sobre este problema llevé a una publicacion para el
aislamiento de compuestos de alquilpiridinio.®® En este articulo se describe el
aislamiento de los compuestos mediante la desactivacion de la gel de sflice con NaBr
metanolico, seguido de una elusiébn mediante cromatograffa en columna rapida (flash).
Uno de los inconvenientes de esta técnica es el intercambio del contraion de la
motécula aislada por el idbn bromuro. Si se introduce, por ejemplo, cloruro de 1-
dodecilpiridinio, después de la elusion se obtiene el bromuro de 1-dodecilpiridinio.

Por 1o anterior, en un principio habia una pequefia duda de emplear el método,
ya que se necesitaba obtener el cloruro de alquilpiridinio y que éste fuera equivalente al
CPC. Pero al cambiar el tosilato por el halogenuro de alquilo, el método funcioné muy
bien, ya que ayudé en el cambio del contra ién para obtener el bromuro de alquilpiridinio

a partir del tosilato de alquilpiridinio.
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Una vez optimizadas las variables de la reaccién, se procedié a la sintesis de los
compuestos propuestos. La Tabla 12 presenta los datos de sintesis, y la Tabla 13 las
constantes fisicas determinadas para cada molécula. Todos los compuestos se

caracterizaron mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas (Tabla 14).

Tabla 12. Condiciones de reaccién utilizadas en la preparacién de los compuestos de
alquilpiridinio '

Compuesto Disolvente Tempertura (°C) Presién (psi) Tiempo (h)
3 Acetonitrilo 130 150 26
10 Acetonitrilo 132 150 192
11 Etanol 100 50 27
12 Acetonitrilo 83 PN° 336
14 Acetonitrilo. 130 150 26
18 Acetonitrilo 132 150 192
19 Etanol 100 50 27

PN = presion normal

Tabla 13. Purificacién, constantes fisicas y rendimientos de los compuestos de

alquilpiridinio sintetizados
Compuesto Purlficacién p.f. (°C) Rf Rend. {%)
3 FCGC?® 89-100 0.72° 70
10 FCC® + recrist. de acetona/éter 106-107 0.35 35
11 Etanol/éter 82-83 0.12 37
12° Etanol/acetato de etilo + FCC? 92-94 0.51° 20 -
14 FCC® 99-100 0.72° 70
18 FCC® +catonaléter 106-107 0.35 35
19 Etanol/éter 82-83 0.12 37

3FCC Cromatografia en columna répida, "Referencia 33
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Tabla 14. Constantes espectroscépicas y espectrométricas de los compuestos

preparados

Compuesto Senales de IR, RMN 'H y Masas
COCH, RMN 'H (No. 01): 9.67 (dd, 2H, J=6 Hz) 8.52 (dd, 2H, J = 6 Hz),
N 8.058 (1, 2H, +N-CH,), 2.80 (s, 3H, CH,-C=0) 2.05 (m, 2H, +N-

<
s

I 8r”
H2(CH2)1iCHy
3

Bromuro de 4-acetil-
1-hexadecilpiridinio

CH,-Ch,), 1.233 (m, 26H, H en la cadena), 0.861 (t, 3H, CH; de
{a cadena)

Masas (No. 02): M’ de 346, (Fab catiénica)

Andlisis elemental: calculado %C: 71.26, %H: 10.25, %N: 3.96;
sncontrado: %C: 71.18, %H, 10.24, %N: 3.86).

cH,
[
~
He” N s
Br~
H,(CHy)((CHs
10

Bromuro de 1-hexadecii-
2,4 6-trimetilpiridinio

RMN 'H (No. 03): 7.6 (s, 2H, H arom), 4.6 (t, 2H, "N-CH,), 2.95
(s, 6H, CHg arom oq0), 2.65 (s, 3H, CHz arom p,5), 1.76 (sext, 1H,
“N-CHZ-CH,), 1.53 (sext, 2H, “N-CH,-CH,-CHy), 1.4-1.2 (m, 22H,
CH, cadena), 0.88 (s, 3H, CH,).

RMN *°C (No. 04): 157.45 (C, piridina), 153.96 (C, piridina),
128.93 (Cs 5 piridina), 53.45 ("N-C), 31,80 (C, cadena), 29.55-
29.45 (Cs;), 29.13 (C; cadena), 28.95 (C4 cadena), 28.361(C,
cadena), 29.27 (Cy 10 cadena), 28.00(C4, cadena), 28.79 (Cqs
cadena), 26.63(C+¢ cadena), 22.57(Cy5 cadena),21.68 (CHa o0 €N
anillo de piridina), 21.59 (CHjs pers N anitlo de piridina) y 14.01
(Cys cadena).

Anélisis elemental: calculado; %C: 67.58, %H: 10.40, %N: 3.28,;
encontrado %C: 67.92, %H: 10.89, %N: 3.25

COCH,

x

1

~

,l Br~
HACH,}oCHy
11

Bromuro de 4-acetil-
1-dodecilpindinio

RMN 'H (No. 05): 9.7 (dd, 2H arom, H,,, piridina, J = 6 hz), 8.60
(dd, 2H arom, Hpew, J = 6 Hz.), 5.0 (L. 2H, *N-CH,), 2.8 (s, 3H,
CHjs grupo cetona), 2.01 (m, 2H, "N-CH2-CH,), 1.13 (m, 10H,
CH; cadena), 0.92 (s, 3H, CHj).

Andllsis elemental: calculado: %C: 61.62, %H: 8.71, N: 3.78;
encontrado: %C: 61.68, %H: 8.70, %N: 3.99

Ch,

N

»
HC” TN CH,
iu,(cnzj,ocu,

12

Bromuro de 1-dodecil-
2,4, 6-trimetilpiridinio

RMN "H (No. 06): 7.6 (s, 2H, H-arom), 4.6 (m, 2H, 'N-CH,), 2.95
(s. 6H, CH3 aromyq,), 2.55 (s, 3H, CH; arom 4,5), 1.98 (s, 1H, *N-
CHzCH,), 1.78 (m, 2H, *N-CH,CH,-CH,). 1.45 (m, 2H, ‘N-CH,-
CHLCH,CH,) 1.13 (m, 14H, CH; cadena), 0.92 (s, 3H, CH3).
RMN °C (No. 7): 157 (Cy, piridina), 154 (C, piridina), 129.03
(Cs,s pirldina), 53.55 ("N-C), 31.72 (C, cadena), 29.40 (Cp
cadena), 29.28 (Cs 5 cadena), 29.21 (C; cadena), 29.13 (C,
cadena), 28.95 (C, cadena), 28.73 (C, cadena), 26.67 (CHg ono €N
anillo de piridina), 22.49 (C,; cadena), 21.64 (Cy, cadena), 21.49
(CHa zars €N anlllo de piridina) y 13.91 (C,, cadena).

Andlisis elemental: calculado: %C: 64.83, %H: 9.80, %N: 3.78;
encontrado %C: 64.83, %H: 10.13, %N: 4.00
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CH;0CH, RMN 'H (No. 8): 9.38 (d, 2H. H arom, 2 6-piridina), 8.06 (d, 2H,
§ H arom, 3,5-piridina), 4.97 (t, 2H, ‘N-CH,), 4.75 (s. 2H, CH»-0),

| 3.53 (s, 3H, CHx0), 2.02 (sext, 2H, *N-CH,-CH,). 1.4-1.2 (m,
e 26H, CH; cadena), 0.875 (s, 3H, CH,).

l Br
H2(CH2)y,CHy

14
Bromuro de 1-hexadecil-
4-(metoximetil)piridinio

CH.OCH, RMN 'H (No. 9): 9.46 (d, 2H, H arom, 2,6-piridina), 8.05 (d, 2H.,
N H arom, 3,5-piridina), 4.97 (t, 2H, *N-CH,), 4.75 (s, 2H, CH,-0O).
| 3.53 (s, 3H, CH4-0), 2.02 (sext, 2H, *N-CH;-CH,), 1.4-1.2 (m,
Z 18R, CH, cadena), 0.875 (s, 3H, CH3)
e Masas (No. 10): M* de 292, (Fab catidnica)
CHy(CH,) oCH Andlisis elemental: calculado: %C: 61.28, %H: 9.20, %N: 3.76;
18 encontrado %C: 60.50, %H: 8.32, %N: 3.67

Bromuro de 1-dodecil-
4-(metoximetil)piridinio

CH,OH

HOH,C [ x oM

V.
N CH,
150" |
CHy(CH,) y CHy
19
Tosilato de 1-hexadecil-3-hidroxi-
4 5-bis(hidroximetil)-2-metilpiridinio

RMN 'H (No. 11): 8.06 (s, tH, H arom, H yaso), 7-45 (d, 2H, H

arom, orfo al sulfonato, del TsO-), 7.05 (d. 2H, H arom, orto a!
metilo, del TsO’), 5.74 (s, 1H, HO-piridoxina), 4.798 (s, 2H, Ar-

gro piridoxina), 4.67 (s, 2H, Ar-CH,-O pliridoxina), 4.52 (t, 2H,
N-CH,), 2.617 (s, 3H, CH3 arom, TsO-.), 2.271 (s, 3H, CHa-
arom, piridoxina), 1.760 (sext, 2H, "N-CH,-CH,), 1.284-1.20 (m,
26H, CH, cadena), 0.838 (s, 3H, CH,)

Masas (No. 12): M’ de 394 (FAB'),

Andélisis elemental: calculado: %C: 65.81, %H: 9.09, %N: 2.48,

encontrado %C: 65.68, %H: 9.14, %N: 2.52,

Asi, la elucidacidn estructural del compuesto 3 se basé en los datos del espectro

de RMN 'H (No. 1) en el cual se aprecia la sefial en 2.70 ppm del CH3 del grupo acetilo

en la posicién 4 del anillo, lo que se confirma por los dos dobletes a 8.52 y 9.67 ppm,

caracteristicos de un patrén de sustitucidn A;B, que concuerda para una sal de piridinio

1.4 disustituida, aunadas a estas sefiales también se aprecian las del CHj alifatico en

0.861 ppm y el resto de la cadena, 30 H, entre 1.233 y 5.058 ppm. El espectro de

masas por FAB catidnica (No. 2) es coincidente con la masa esperada del catién; el

andlisis elemental encontrado también concuerda con el calculado para este

compuesto. Estas deducciones se ilustran en ja Figura 5 siguiente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 5. Elucidacién estructural del Bromuro de 4-acetil-1-hexadecilpiridinio 3

o] CHy <«———2.70 ppm
AN FAB catidnica: 346

H, 8.5 Andlisis elemental calculado: %C: 71.26, %H: 10.25, %N: 3.96
-~——08.02 ppm

Analisis elemental encontrado; %C: 71.18, %H: 10.24, %N: 3.86

Hy <—— 9.67 ppm
N—V—

1.233-5.058 ppm

La estructura del compuesto 10 se estableci6 primero de su espectro de RMN 'H
(No 03) que present6 una sefal simple en 7.6 ppm que integré para los dos hidrégenos
caracteristicos de un compuesto de alquilpiridinio 1,2,4,6 tetrasubstituido simétrico,
ademas de dos sefiales, una en 2.95 ppm para seis hidrégenos correspondientes a los
dos metilos quimicamente indistinguibles en las posiciones 2,6, y otra, en 2.55 ppm
correspondiente al metilo en 4 del anillo de piridinio. La sefial mas importante fue un
triplete en 4.6 ppm que integré para dos hidrégenos, asignado al carbono unido al
nitrégeno positivo, mientras que las sefales de los hidrogenos restantes (31 H) entre
1.76 -0.88 ppm. Su espectro de RMN >C (No. 04) mostré desplazamientos quimicos en
157.45 ppm correspondientes a dos carbonos asignados a la posicién 2 y 6 del aniflo de
piridinio, en 153.96 para el carbono en para, y en 128.93 ppm para los carbonos en
meta. La sefial en 53.45 ppm se asigné al carbono unido al nitrégeno positivo, mientras
que los metilos arométicos en orfo se presentaron como una seflal en 21.68. El metilo

aromatico en para se desplazé a 21.59 ppm y el alifatico terminal de la cadena en 14.01

ppm.
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Los carbonos restantes se desplazaron entre 53.46-22.57. Por otra parte, el analisis

elemental correspondi6 al esperado. La Figura 6 resume la elucidaciéon estructural

realizada.

| Figura 6. Elucidacion estructural del Bromuro de 1-hexadecil-2,4 6-trimetilpiridinio 10 |

RMN 'H

RMN 3¢

CH, <~— 2.55 ppm < 21,48 ppm
3 CHy

Ha<—7.60 ppm
X

s,
E HCT N Chg=— 2.95 ppm

%Hg(— 26.67 ppm

CH3(CH,){4CH; ~—— 0.88 ppm CH4(CH,)4CHy <—— 14.01 ppm
—_— —

1.2-4.60 ppm - 53.45- 21.59 ppm

Andlisis elemental calculado: %C: 67.58, %H: 10.40, %N: 3.28
Analisis elemental encontrado: %C: 67.92, %H: 10.89, %N: 3.25

De igual manera a la elucidacion estructural de su analogo de 16 carbonos, el
espectro de RMN "H (No. 05) del compuesto 11 presentd la sefial en 2.80 ppm del CH;
del grupo acetilo en la posicién 4 del anillo,.y los dos dobletes a 8.60 y 9.70 ppm,
caracteristicos de un patrén de sustitucién A;B, que concuerda para una sal de piridinio
1,4 disustituida. En el mismo espectro también se aprecian las sefales del CHj alifatico
en 0.92 ppm y el resto de la cadena, 24 H, entre 1.13 y 5.00 ppm. El analisis elemental
encontrado también concuerda con el calculado para este compuesto. Estas

deducciones se ilustran en la Figura 7 siguiente.
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Figura 7. Elucidacion estructural del Bromuro de 4-acetil-1-dodecilpiridinio 11
CHy <—— 2.80 ppm

Andlisis elemental calculado: %C: 61.62, %H: 8.71, %N: 3.78
Andlisis elemental encontrado: %C: 61.68, %H: 8.70, %N: 3.89 §

Hp <—— 8.70 ppm

CH2(CH2)100H3 ~—— 0.92 ppm
—_———

1.13-5.00 ppm

La estructura del compuesto 12 se establecié por las sefales casi idénticas al de
su analogo de 16 carbonos. Su espectro de RMN 'H (No 06) presents en 7.6 ppm una
sefal simple que integrd para los dos hidréogenos caracteristicos de un compuesto de
alquilpiridinio 1,2,4,6 tetrasustituido simétrico, la sedal en 2.95 ppm para seis
hidrégenos correspondientes a los dos metilos quimicamente indistinguibles en orto, y
en 2.55 ppm correspondiente al metilo en para del anillo de piridinio. En 4.6 ppm una
sefal que integré para dos hidrogenos, asignado al carbono unido al nitrégeno positivo,
mientras que las sefales de los hidrogenos restantes (23 H) entre 1.76 -0.88 ppm. Su
espectro de RMN ®C (No. 7) mostré desplazamientos quimicos en 157.00 ppm
correspondientes a dos carbonos asignados a la posicibn 2y 6 del anillo de piridinio, en
154.0 para el carbono en 4, y en 129.03 ppm para los carbonos en la posicién 3,5. La
sefial en 53.55 ppm se asigno al carbono unido al nitrégeno positivo, mientras que los
metilos aromaticos en 2 y 6 se presentaron como una sefial en 26.67. El metilo
aromatico en la posicion 4 se desplaz6 a 21.49 ppm y el alifatico terminal de la cadena
en 13.91 ppm. Los carbonos restantes se desplazaron entre 53.46-22.57. Por otra
parte, el andlisis elemental correspondié al esperado. La Figura 8 presenta un resumen

de la elucidacioén estructural.
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RMN 'H RMN *C
CHy =<—— 2.55 ppm CHy =—— 21.49 ppm

Hy<— 7.60 ppm
\

| _ a _ A 129.03 ppm
.
| HyC CHy<—— 2.95 ppm HC N %H3<— 26.67 ppm |

b -
Br

CH2(CH2)100H3 < 0.861 opm CH2(CH2)10CH3 -~

—_— —_

b Br-
0.86-4.60 ppm 53.55- 21.64 ppm

Andlisis elemental ¢calculado: %C: 64.83, %H: 9.80, %N: 3.78
Anilisis elemental encontrado: %C: 64.63, %H: 10.13, %N: 4.00

La identidad del compuesto 14 se basé en los datos del espectro de RMN 'H (No. 8) en
el cual se aprecian las sefiales del sustituyente de la posicion 4 del anillo: en 3.53 ppm
del CHj del grupo metodxido y en 4.75 ppm el metileno, ademas de dos dobletes a 8.05
y 9.46 ppm, caracterlstiC(l)s de un patrén de sustitucién A,B; que concuerda para una
sal de piridinio 1,4 disustituida. En el mismo espectro, las sefiales del CH; alifatico se
desplazaron a 0.875 ppm y el resto de la cadena, 30 H, entre 1.2-4.97 ppm. Estas

deducciones se ilustran en la Figura 9.
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Figura 9. Elucidacion estructural del Bromuro de 1-hexadecil-4-(metoximetilen)piridinio
14

CH, <—— 3.53 ppm

0
<—— 4.75ppm FAB catiénica: 292

Andlisis etemental calculado: %C: 61.28, %H: 9.20, %N: 3.78

H Hy <——8.05 ppm .
Anflisis elemental encontrado: %C: 60.50, %H: 9.32, %N: 3.69

B
R
Hg N Hy <—— 9.48 ppm

Br- l
i 4.97 ppm —— CH,(CH,)};,CH;
f —

) 0.875-3.53 ppm

La elucidacién estructural del compuesto 18 se basé en los datos del espectro

de RMN 'H (No. 9) muy parecidos a la de su analogo de 16 carbonos: en 3.53 ppm el
CHj; del grupo metéxido y en 4.75 ppm el metileno del sustituyente de la posicion 4 del
anillo, en 8.06 y 9.38 ppm los dos dobletes del sistema A,B3, que concuerda para una
sal de piridinio 1,4 disustituida; las sefiales del CHj alifatico se desplazaron a 0.875 ppm
y el resto de la cadena, 22 H, entre 1.2-4.97 ppm. El espectro de masas por FAB
cationica (No. 10) es coincidente con la masa esperada del catién; el analisis elemental
encontrado también concuerda con el calculado para este compuesto. En la Figura 10

se ilustra la elucidacidn estructural realizada.
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| Figura 10. Elucidacién estructural del Bromuro de 1-dodecil-4-(metoximetilen)piridinio
18

CHy =—— 3.53 ppm

|

0

<—— 475 ppm

H Hy <——8.06 ppm
[
R

Hp N Hy <=—— 9.38 ppm

Br-
— CHy(CH,)4oCH3
——

0.875-3.53 ppm

Por ultimo, la estructura del compuesto 19 se determiné de su espectro de RMN 'H (No.
11), donde los sustituyentes del anillo de piridinio presentaron las siguientes sefales: en
8.06 ppm una sefnal simple del H en la posicién 2, en 4.67 y 4.79 ppm dos sefiales
simples que integran para dos hidrégenos respectivamente, y que fueron asignados a
los dos metilenos en la posicién 4,5, el metilé en 6 se desplazd a 2.27 ppm, mientras
que en 5.74 ppm la sefial simple del OH de {a posicién 3 (este ultimo intercambié con
D,0). Las sefiales de la cadena en 1 mostraron las siguientes sefiales: en 4.52 ppm
una triplete asignado al carbono unido al nitrégeno positivo, en 0.83 el metilo terminal, y

de 3.53-2.67 ppm el resto de la cadena.
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A diferencia de los compuestos anteriores, durante el aislamiento mediante la
técnica de Cromatografia de Columna Rapida (FCC), este compuesto no intercambio el
contraioén, por lo que aparecen las sefiales del ion tosilato: en 7.45 y 7.05 ppm dos
dobletes que integran para dos hidrégenos cada uno, y que fueron asignados a los
hidrébgenos 2,6 y 3,5 del anillo bencénico respectivamente (sistema A;B,, que
concuerda para un anillo de fenilo 1,4 disustituido). Por ultimo la sefial del metilo se
presentd en 2.67 ppm como una sefial simple que integrd para tres hidrégenos.

El espectro de masas por FAB catiénica (No. 12) es coincidente con la masa esperada
del cation; el andlisis elemental encontrado también concuerda con el calculado para

este compuesto. Estas deducciones se ilustran en la Figura 11

| Figura 11. Elcdacié estructural del 5—Hidroxi-3.bis (hidroximetil)—4—meti|1-

| hexadecilpiridinio 19

OH
<«—— 4.67 ppm

479 ppmM — OH-<«——28.06 ppm

X

o SN CHy<—— 2.27ppm
CHy(CHy)14CH3
—_—

0.834.52 ppm

Hy «—— 7.45ppm

2.61 ppm —= H4C
Hp

-

7.05 ppm

FARB catidnica: 384
Anélisis elemental calculado: %C: 85.81, %H: 9.09, %N: 2.48
Anélisis efemental encontrado: %C: 65.68, %H: 9.14, %N: 2.52
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5.3 Determinacién del Coeficiente de Particién Octanol-Agua (Log P).

Para determinar el coeficiente de particion se siguieron las precauciones
establecidas por Hansch.™ A continuacién se da una breve descripcién de los
resultados:

Determinacion de la longitud de onda éptima. Para cada compuesto se
calcularon las longitudes de onda Optimas para trabajar. Para ello, se prepard una
solucion estandar (0.6 mg/mL en metanol) del compuesto a determinar. Enseguida se
realizé un barrido en todo el espectro de ultravioleta (220 a 450 nm) para el disolvente y
después se hizo para la solucién estandar. En la Figura 12 se presentan los espectros
de absorcién del blanco como del estandar del compuesto 11. Basados en estos
eépectros se decidié emplear la longitud de onda que presento una mayor absorcion.

Las longitudes de onda elegidas se presentan en |la Tabla 15.

Figura 12. Espectro de absorcién del blanco (metanol) y del compuesto 11 en toda la

regién ultravioleta

Dlank

RI583
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Tabla 15. Longitud de onda éptima establecida para cada compuesto®

Compuesto Longitud de onda éptima (nm) Absorbancia
3 230 1.94
10 220 2.47
11 244 3.24
12 220 , 1.48
14 224 2.44
18 242 3.15
19 222 2.03
CPC ' 262 3.25

®Para cada compuesto se realiz6 un barrido en la regién ultravioleta.

Curva estandar de los compuestos. Una vez determinada la longitud de onda se
procedid a construir la curva estdndar de cada compuesto en un intervalo de 0.01 a
0.10 mg/mL en la mayorfa de los casos. Asi, para el compuesto 12, los datos de
absorbancia obtenidos se presentan en la Tabla 16. Con estos datos se construyo la

curva estandar que se presenta en [a Figura 13.

Tabla 16. Datos de absorbancia de las diferentes concentraciones del compuesto 12, a
220 nm

Punto Concentracién Absorbancla® % Error*
1 0.10 1.5842 -2.856
'2 0.08 1.1986 3.244
3 0.05 0.7761 0.349
4 0.04 0.5962 3.783
5 0.01 0.1486 5.320

%Promedio de dos determinaciones *El error se determiné por la regresién lineal para

cada punto
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De manera analoga se procedi6 para todos los compuestos, los datos

estadlsticos obtenidos para cada uno de ellos se presentan en la Tabla 17, asi como la

ecuacion lineal obtenida.

FIGURA 13. Grafica de la curva estandar del
compuesto 12

1.8
1.6 1

1.2

0.8 -
0.6 -

Absorbancia

0.2 -
0 . . . ,
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

Compuesto 12 {mg/ml]

b

Tabla 17. Curva estandar determinada para cada compuesto®

W
10 Conc. = 6.308 X 10 Abs -0.0019 5 0.9980
11 Conc. =8.798 X 102 Abs + 0.004 5 0.9996
12 Conc= 6.463 X 102 Abs + 0.001 5 0.9967
14 Conc= 6.415 X 102 Abs + 0.0006 5 0.9998
18 Conc= 1.172 X 10™" Abs + 0.0006 5 0.9998
19 Conc= 3.101 X 102 Abs + 0.007 4 0.9944
CPC Conc= 8.427 X 10 Abs - 0.004 5 0.9922

2Cada punto de la curva se hizo por duplicado.
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Determinacién del coeficiente de particibn. Como ejemplo, los datos
obtenidos para el compuesto 12 se presentan en la Tabla 18.

Tabla 18. Concentracién [mg/ml] del compuesto 12 en la fase acuosa y octandlica

Muestra Concen. Comp 12 Absorbancia Concen. Agua Concen. Octanol*
1 10 1.8436 1.08035 8.91965
2 10 1.8723 1.097168 8.902832
3 5 1.2482 0.731445 4.268555
4 5 1.2625 0.739825 4.260175
5 1 0.7421 0.434871 0.565129
6 1 0.7857 0.46042 0.53958

*La concentracién se calculd como sigue: (cantidad del compuesto 12)- (Concentracién en agua X 20 mL)

El valor del Log P se obtuvo graficando los datos de la Tabla 18, el logaritmo de
la pendiente es el valor reportado, como se muestra en la Figura 13. De manera
analoga se determind el coeficiente de particién de los compuestos sintetizados, los

cuales se reportan en la Tabla 19.

Tabla 19. Coeficiente de particidn octanol-agua de los compuestos de
alquilpiridinio sintetizados.

Compuesto Log P
3 2.712
10 1.569
11 1.006
12 0.527
14 nd
18 1.115
19 0.870
CPC 1.78 (1.71)
(reportado)
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En general, todos los compuestos tienen mas afinidad por la fase acuosa que el
CPC (lider), ya que su coeficiente de particibn es mas pequefio, salvo el compuesto 3
que es 0.6 unidades logaritmicas mas grande. Con este resultado se cumplié uno de los
objetivos de este trabajo, ya que no sblo se sintetizaron compuestos analogos del CPC,

sino también, éstos fueron mas solubles en agua.
5.4 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

La evaluacién biolégica antibacteriana se realizé utilizando la técnica de concentracion
minima inhibitoria (MIC) mediante el método de macrodilucién.*® Las bacterias que se
utilizaron fueron Salmonella typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC 25922, Bacillus
cereus ATCC 49063 y S. auresus ATCC29123. Los controles positivos que se
emplearon fueron el CPC y ampicilina (Sigma-Aldrich) y como control negativo medio
Muelter Hinton solo. Los experimentos se hicieron por triplicado, los resultados se
presentan en la Tabla 20. Al mismo tiempo, con el fin de comparar estos resultados con
los del modelado molecular, los valores predichos por el modelo de CoMFA se
presentan (entre paréntesis) en la misma Tabla

Es importante aclarar que:

1) Si bien es cierto que en el estudio de modelado molecular se utilizaron los
datos de actividad MIC reportados en la literatura, se sobrentiende que la actividad real
de un compuesto esta entre el valor reportado y una concentraciéon mas alta. Por lo que
el error inherente es mayor con un MIC mayor. Es decir, si el MIC es de 64 pg/mL su

actividad real esta entre 64 y 128. Claro que este efecto disminuye al disminuir el MIC.

92



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 20. Datos de la actividad antimicrobiana de los compuestos de alquilpiridinio
sobre diferentes microorganismos

Compuesto MIC en mg/mL (predicho*)

S. typhimurium E. coli B. cereus S. aureus
3 64 15(10) 10 0.406(0.24)
10 25 5(0.98) 15 0.103(0.12)
11 40 15(0.42) 35 6.50(1.02)
12 nd 64(0.35) nd 2.00(0.42)
14 64 5(3.57) 20 0.203(0.49)
18 45 10(9.83) 35 1.656(1.79)
19 >50 >50(3.57) 10 6.50(0.23)
CPC 35 5(0.35) 20 0.203(0.41)

Amp 0.4 2 64 0.812

* Prediccién de CoMFA antes de validar el modelo.

Esto era muy notorio cuando se determiné el MIC a los compuestos 3 y 10, y se
compararon con el CPC. Al emplear el esquema de diluciones de 258 a 0.5 ng/mL, los
compuestos resultaron tener el mismo MIC (32 pg/mL), lo cual no era el resultado
esperado. Cuando se procedié a un segundo estudio con concentraciones entre 50 y 5
ug/mL, el compuesto 10 resultéd ser ligeramente mas activo que el CPC. Ahora bien, el
compuesto 18 presenté una actividad muy equiparable con el CPC, pero es 7 veces
mas afin a fases acuosas (ver Log P). Estos resultados demostraron que los
compuestos disenados son activos, inclusive un poco mas que el iider, tal y como lo

habia sugerido CoMFA.
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Por otro lado, el compuesto 12 resulté ser menos activo que lo reportado en la
literatura, esto puede ser debido a que se emple6 una cepa de E. coli mas resistente
que la reportada en la literatura. El control de calidad en la determinaciéon del MIC fue
garantizado por los resuitados obtenidos con ampicilina sobre la cepa de S. aureus

ATCC29123, ya que el MIC determinado esta en el intervalo reportado.49

5.5. Determinacién del nivel residual de los compuestos de alquilpiridinio
seleccionados en alimentos mediante HPLC
Al inicio de este proyecto existla un solo método analitico de HPLC validado

para cuantificar al CPC en alimentos.! Por lo que fue necesario desarrollar y validar
nuevos métodos para cuantificar, primero, al CPC, y luego, a los compuestos
seleccionados.

Cuantificacion del CPC en diferentes biosuperficies

5.5.1 Determinacién del cloruro de cetilpiridinio en carne res:

Resultados

Los cromatogramas para el extracto blanco, extracto blanco con DPC y extracto
de came de res tratada con CPC mas DPC como estandar intermo se presentan en la
Figura 14. Los tiempos de retencién encontrados para cada analito fueron 3.65 min y
6.30 min para el CPC y el DPC respectivamente. Como se ve en |a Figura 14, en estas
regiones no existen interferencias debidas a los coextractos de la came de res. La
especificidad se estableci6 dividiendo fa absorbancia a 254 nm entre fa absorbancia a
260 nm del pico del CPC. El valor encontrado fue de 0.44, el cual fue el mismo valor

encontrado para el pico del CPC en muestras de came de res extraido.
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Figura 14. Cromatogramas representativos de los extractos de carne de res®
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4(a) extracto sin tratamiento de CPC o DPC. (b) Extracto con tratamiento de CPC y DPC
anadido. Condiciones: Columna ciano alltima, fase mévil metanol:TMAPH, 63:37, 260
nm, 20 mL del sobrenadante

Linea de calibracién y linealidad. Se obtuvo una curva de calibracién de siete
puntos al graficar las razones del area bajo la curva del CPC (ABC CPC) entre el area
bajo la curva del DPC versus la cantidad de CPC adicionado. La ecuacién de la linea
encontrada fue: Y= 0.03108X — 0.03234, donde X es la concentracion de CPC afladida
y Y es la razén de areas ABCCPC/ABCDPC. Por ofra parte, el coeficiente de variacién
encontrado fue alto (= 0.9998) y basicamente la ecuacién lineal obtenida fue la misma

que la determinada por Zhou para pollo."
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Los ensayos de precision y exactitud inter-dia e intra-dia para came de res se
determinaron mediante analisis de! extracto blanco al cual se le afadieron 3.57,91.3 y
183 pg/mL de CPC respectivamente, cada experimento se realiz6 por quintuplicado. A
cada muestra se le adicionaron 26.9 pg/mL de DPC como estandar interno.

Como se muestra en las Tablas 21 y 22, el error obtenido fue menor al 5% para
las concentraciones media y alta. El error intra-dfa para la concentracién mas baja (3.57
mg/mL) fue del 9.37%, el cual es menor que el error maximo aceptado para métodos
analiticos.®® Ei coeficiente de variacién fue menos del 7% para todas las muestras
analizadas. Estos datos documentan que el analisis de CPC en extractos de carne de
res es preciso y exacto en el intervalo de 3.57-200 pg/mL.

Limite de cuantificacion. Se define como la concentracién mas baja que se
puede determinar con precisién (CV<20%) y exactitud (error <20%) aceptable.®® En este
método resulté ser de 3.52 pg/mL. En un andélisis preliminar se determiné que el nivel
residual del CPC en carne de res fue de 10-90 mg/kg came, por lo que el método
resultd adecuado para el andlisis del CPC en carne de res.

Recobro del CPC en carne de res. El recobro det CPC en muestras de carne
de res; a las cuales se les aplico las soluciones de 0.6 y 3.0 mg de CPC en la
superficie; después de la extraccion etandlica, fueron 10.1616.64 y 102.2+6.63%
respectivamente. Este resultado demostré que el CPC residual se extrajo

eficientemente por el método de extraccion etandlica.
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Tabla 21. Datos del ensayo Inter-dia para determinar la precisién y la exactitud en
anélisis del CPC en carne de res®

Conc. CPC - (ug/ml) Conc. CPC medida (eg/ml) C.V. (%) Error Std.

3.57 3.71+£0.21 5.71 3.92
91.3 92.10 £ 3.49 3.79 0.88
183 184.50 £ 5.93 3.76 0.82

*(n=5)

Tabla 22. Datos del ensayo Intra-dia para determinar la precision y la exactitud en al
anélisis del CPC en carne de res®

Conc. CPC (ngmL) Conc. CPC medida(ﬂlmL) C.V.(%) Error Std.

3.57 3.91+£0.20 513 9.52
91.3 88.20 £3.75 4.25 -3.4
183 174.50 + 12.09 6.94 ~4.75

*(n=5)

Determinacién del CPC en muestras de carne de res tratadas. El porcentaje
de CPC residual encontrado en tres experimentos, cada uno con 5 muestras de carne
de res molida y lavada a presion con una solucién del CPC al 0.1%, esta en un intervalo
de 31.4 a 81.6 mg/kg de carne de res. Los datos se presentan en la Tabla 23. En la
Figura 15 se presenta de manera gréfica los promedios de los resuitados del analisis
en came de res. Como se puede observar, la cantidad de CPC disminuye al aumentar
el tiempo de accion del CPC en la carne, quizas debido a que el CPC se adsorbe en los
primeros 15 minutos, y por eso la cantidad detectada es menor que en los demas
tiempos, aunque se requieren mas estudios para determinar el comportamiento del

CPC en esta superficie.
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Tabla 23. CPC residua! encontrado en muestras de came de res?

Muestra Peso (g) CPC/muestra (mg)  CPC (mg/g) ppm (mg/kg)
C0, sin lavado 251 2.23 0.09 90
C5* 25.0 2.33 0.09 90
Cc10* 253 1.48 0.06 60
C15* 251 0.64 0.03 30
C30* 254 1.87 0.07 70
Muestra Peso (g) CPC/muestra (mg) CPC (mg@) ppm (mg/kg)
CO0, sin lavado 25.1 1.78 0.071 71
C5* 250 1.88 0.075 75
C10* 25.0 1.61 0.064 64
C15* 25.0 0.79 0.032 32
C30* 25.0 2.13 0.085 70
Muestra Peso (9) CPC/muestra (mg) CPC (mg/g) _ppm (mg/kg)
CO0, sin lavado 25.1 2.10 0.084 84
C5* 25.0 2.03 0.081 81
cto* 25.0 0.92 0.054 54
C15* 25.0 1.46 0.027 27
C30* 25.0 1.98 0.079 79

%Después de haber sido tratadas con una solucién de CPC al 0.1% y lavadas a diferentes
tiempos. * Lavado después de aplicado el CPC, asi para C5 se aplicé la solucién de CPC,
se esperé 5 minutos y se lavé, para C10, C15y C20 aplicé la solucién, se esperd 10, 15
y 20 minutos respectivamente y se lavo.

Figura 15. Grafica del CPC residual en carne de res, después
de tratarla con una solucién al 0.1% de CPC, a diferentes
tiempos de lavado
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5.5.2 Determinacion de Cloruro de cetilpiridinio en el modelo de frutas y
verduras: Manzana

Se trat6 de emplear el método previamente utilizado,'" pero en el extracto
etandlico aparecieron coextractos que interfirieron con la cuantificacién del analito. Por
lo que fue necesario desarrollar una técnica de pretratamiento (extraccion de fase sélida
de intercambio iénico) para eliminar las interferencias presentes. Analizando la
estructura del CPC, visualizamos que la carga positiva del CPC seria retenida por una

columna de intercambio catidnica, y las impurezas se lavarfan con metanol.

Por ofro lado, esta técnica permitid6 concentrar la muestra, aumentando l|a
sensibilidad del método. Al mismo tiempo se mejoraron las condiciones del método de
HPLC, ya que la velocidad de flujo de la fase movil (2 mL/min) era muy agresiva para la
vida de la columna. Asf mismo se realizé la validacién del método, incluyendo la fase de

pretratamiento.

Por otra parte, se decidié6 cambiar el estandar interno, que en el método previo fue el
derivado de 12 carbonos (cloruro de dodecilpiridio, DPC), por un compuesto con un
tiempo de retencién mayor (clorqro de octadecilpiridinio, SPC), el cual se sintetiz6 de
acuerdo al método reportado por Shelton,*? y su pureza determinada (98%). El cambio se
debi6 a la interferencia de algin componente en el extracto etandlico de las manzanas y

en algunos picos (“ruido”) después de la elusién con HCI.
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Para una mejor separacion de los picos del estandar interno (SPC) y del CPC, se
modifico {a fase mévil (metanol: 0.008 M TMAHP) de 67:37 a una relacién 29:71, con lo
cual los dos picos se diferenciaron perfectamente. De igual forma se modificd la velocidad
de flujo de la fase movil, de 2 mL/min (presién del sistema = 3880 PSI) a 1min/mL (1400
PSl) para aumentar la vida de la columna, asi como eliminar problemas de alta presion.

Todos los analisis se realizaron en un tiempo de 20 minutos.

Validacion del método.

Especificidad. En la Figura 16 se presentan cromatogramas representativos de
extractos standlicos blanco, blanco con CPC y DPC adicionados, y extracto de una
manzana tratada con una solucion de CPC de 2 mg/mL. Los tiempos de retencion del
CPC y del SPC fueron de 7.9 y 9.5 min respectivamente. En estas regiones no hay
interferencias del extracto de manzana.

Curva de calibracién y linearidad del sistema. Se prepararon muestras de 10 mL de
extracto etandlico de manzanas libre de CPC (blanco), y se le adicion6 50 pL de solucion
estandar de CPC para obtener concentraciones finales de 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 pg/mL. A
cada muestra se le agregé 30 pL de la solucion estandar de SPC (30 pl, 90 ug). Las
muestras se analizaron segun el método de extraccién. Cada experimento se realizé por
duplicado, los datos se presentan en la Tabla 24. Con estos datos se consfruy6 la curva
de calibracion del sistema, graficando la relacion de AEC del CPC entre el ABC del SPC
versus la concentracion de CPC, usando regresion lineal para determinar la linealidad del

sistema (Figura 17).
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Figura 16. Cromatogramas representativos de los extractos de manzana. (a) extracto
blanco, sin CPC o SPC. (b) Extracto blanco con SPC afiadido, (c) Extracto blanco con
CPC y SPC afadido (d) Extracto de manzana tratada con CPC al 2%, con SPC
adicionado. Condiciones: pretratamiento con extraccién de fase soélida de intercambio
iénico, inyeccion de 20 plL del sobrenadante después del pretratamiento, Columna ciano
alltima, fase movil metanol: TMAPH, 71:29, 260 nm

12
Time (min)

Tabla 24. Datos del analisis de HPLC de la curva estandar de calibracion para ta

determinacién del CPC en manzana

CPC ABC CPC/ABG SPC  ABC CPC/ABC DPC Promedio ABC

[pug/mL] (1era vez) (2da vez) CPC/ABC DPC
0.50 0.057 0.061 0.059
1.00 0.1204 0.115 0.118
2.00 0.2502 0.245 0.248
4.00 0.4803 0.4865 0.483
8.00 1.030 1.076 1.053
16.00 2.004 1.964 1.984
32.00 3.7804 41154 3.948
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Figura 17. Grafica de |a curva de calibracién estandar para determinar al CPC en
manzanas. Se empleé6 SPC como estandar interno

ABC CPC/ ABC SPC

R =0.9999983 Rsqr=0.99999518
Standard Error of Estimate = 0.0208

Coefficient  Std. Error

10

b -0.0053 0.0014
m 0.1256 0.0013
15 20 25 30 35
CPC [pg/ml]

Como se puede observar en la Gréafica de la curva estandar, la linealidad del sistema es

excelente (0.999983), y la ecuacién de la gréfica es y = 0.1256 X — 0.0079, donde y es

la razén del area del CPC entre el ABC del SPC, y X es la concentracién del CPC.

Precision y exactitud del método. Se tomaron alicuotas de 10 mL de extracto etandlico

blanco de manzana, y se adicionaron 50 pL de solucion estandar para dar

concentraciones finales de 0.61, 15.00 y 30.00 pg/mL. A las muestras se les agregé 30

pL de solucién estandar SPC (90 ug) y se analizaron de acuerdo al método recién

desarrollado. Los experimentos se realizaron por quintuplicado en el mismo dia (intra

dia) o una determinacién por 5 dias consecutivos (inter-gia).
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Las Tablas 25 y 26 muestran los valores encontrados, asi como los valores
estadisticos. Los valores obtenidos de error fueron menores al 5.5% para las
concentraciones media y alta. El error para la concentracién baja fue de 8.13%, el cual
es menor al maximo error aceptable (20%).%® E| coeficiente de variacién fue menor al

11%, satisfactorio para estos ensayos.

Limite de cuantificacién. EI [imite de cuantificacion en los extractos etandlicos es la
concentracion mas baja que se puede determinar con una precision (CV <20%) y
exactitud (error < 20%) aceptables, que en este método fue de 0.5 pg/mL.%® Bajo
estas condiciones, el liimite de cuantificacién en manzanas fue de 1 ppm.

Los ensayos a prioni del nivel residual demostraron que la concentracién a determinar

esta en un intervalo de 3-10 ppm., por lo que este método es adecuado para el andlisis.

Tabla 25. Datos del ensayo inter-dia para la determinacion de la exactitud y precision

del método de cuantificacién de CPC en manzanas®

Conc. CPC Conc. Determinada Coeficiente Error Relativo
afiadida (ug/mL) (rg/mL)° De Variacién (%) (%)
0.61 0.66 £ 0.07 11.06 8.19
14.99 15.96 £ 0.69 4.38 5.24
30.00 29.64 £ 2.26 7.65 1.28

2Ensayo por quintuplicado, Poromedio + 8.D
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Tabla 26. Datos del ensayo intra-dia para la determinacion de la exactitud y precisién
del método de cuantificaciéon de CPC en manzanas®

Conc. CPC Conc. Determinada Coeficiente de Error Relativo
anadida (pg/mL) (ug/mL)b Variacién (%) (%)
0.61 0.62 £ 0.05 8.51 2.34
14.99 14.66 £ 0.50 3.38 2.20
30.00 28.47 £0.96 3.39 5.11

Ensayo por quintuplicado, ®promedio + S.D

Anidlisis de recuperacién del analito mediante la extraccién etanélica. 100 pl de
soluciones estandares de CPC en agua, correspondientes a una concentracion final de
1.68 y 56.99 png/g de manzana, se aplicaron lo mas homogéneamente posible, en la
superficie de las manzanas con una microjeringa. Después de que las manzanas se
secaron, se extrajeron y analizaron de acuerdo al método de extraccién. El porcentaje de
recuperaciéon se calculé como la relacién de la cantidad de CPC determinado entre la

cantidad de CPC aplicada (Tabla 27).

Tabla 27. Datos de recuperacion del CPC mediante la extraccién etandélica en el método

de cuantificacién del CPC?

Conc. CPC afiadida Conc. recuperada % de Error
(1g/g manzana) Mmanzana)b recuperacién Relativo(%)

1.58 1.65+ 0.06 105.5 6.24

56.99 56.83% 2.40 99.85 1.07

Ensayo por triplicado, "promedio + S.D
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Analisis de la recuperacion del CPC en la fase de extraccién sélida de intercambio
ionico (SPE-IE). Se tomaron alicuotas de extracto blanco de manzana, y se les
adicionaron 50 pL de soluciones estandar de CPC para dar concentraciones finales de
0.6 y 30 pg/mL, respectivamente. Se realiz6 la extraccién y anélisis del sistema de
acuerdo al método sefialado arriba, excepto que el estdndar interno se adicion6 después
de la extraccién de la fase de extraccion sélida de intercambio iénico. El porcentaje de
recuperacién de la fase SPE-IE se calculé como la relacién del CPC afiadido entre el

CPC recuperado, los cuales se presentan en [a Tabla 28.

Tabla 28. Datos de recuperacion del CPC en la fase de extraccion sélida de intercambio
ionico del método de cuantificacién del CPC?

Conc. CPC anadida Conc. recuperada % de Error Relativo
(pg/mL) (pglmL)b recuperacion (%)
0.60 0.63+ 0.0415 103.4960 0.0186
30.00 20.1050+ 1.1354 96.9800 0.5078

®Ensayo por triplicado, °promedio + S.D

Determinacién del nivel residual en manzanas. Se tomaron cinco manzanas de cada
grupo (granny Smith y Black Arkansas), se transfirieron a una bolsa Stomach en grupos
de tres manzanas, y se trataron con soluciones de CPC al 0.2 y 0.4% (0.4 mL de
solucion por gramo de manzana) por tres minutos con agitacién suave. Se eliminé la
solucién por aspiracion, y se lavaron las manzanas con agua (0.8 mL de agua por
gramo de agua, temp. 25 °C, pH= 7.2) dos veces. Después de que se secaron las
manzanas, Se pesaron y se analizaron de acuerdo a la metodologfa anteriormente

descrita. Los resultados del anélisis se presentan en las Tablas 29 y 30.
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En estos resultados es claro que el nivel residual es dependiente de la concentracién,
pero no de una forma proporcional. Resalta la diferencia de concentraciones de CPC
residual para los dos tipos de manzanas, y como era de esperarse, probablemente la
cera en la superficie de las manzanas Granny Smith colabor6 para retener al CPC, lo
gue aumento la cantidad de CPC remanente. Por otro lado, este nivel residual resultd
menor al determinado para el pollo, io cual era esperado debido a la hidrofobicidad del

tejido de pollo.

Tabla 29. Nivel residual del CPC en manzanas Granny Smith enceradas®

Solucion de CPC Nivel residual (ppm, png/g) Error relativo
1mg /mL 7.618+1.124253 2.513905
2mg /mL 8.395812.019762 0.903265
4mg /mL 10.962+4.783233 2.139127

®Remanente después de un tratamiento con soluciones de CPC.

Tabla 30. Nivel residual del CPC en manzanas Black Arkansas no-enceradas®

Solucion de CPC Nivel residual (ppm, pg/a) Error relativo
m
2mg /mL 2.3530.18 0.08
4mg /mL 3.22+0.60 0.27

[ - = ===

aRemanente después de un tratamiento con soluciones de CPC.
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5.5.3 Determinacion del nivel residual de los compuestos de alquilpiridinio

seleccionados en alimentos mediante HPLC

Al inicio del proyecto en la literatura sélo estaba reportado el método de

cuantificacién del CPC en una biosuperficie: pollo."

A lo largo de este trabajo
experimental se validaron y desarrollaron los métodos para cuantificar al CPC en: carne
de res y manzana. La Tabla 31 presenta los avances alcanzados en este proyecto.
Estos métodos se utilizaron para extrapolarlos y cuantificar los compuestos
seleccionados. De los resultados del Log P y MIC, se seleccionaron los compuestos 10,

11, 12 y 18 para determinar su nivel residual, ya que éstos presentan una actividad

equiparable con el CPC y qﬁe por otro lado tienen un Log P menor a este ultimo.

Tabla 31. Nivel residual del CPC en diferentes biomatrices

Concentracién Nivel residual

del CPC aplicado __[ppm] £ sp__ EStudio realizado

Biosuperficie

Determinaciéon

Carne deres . 2.0 mg/mL 37+33.78 J. Food Prot. 2000
Pollo 0.125 mg/mL 11.7 +3.05 Determinacion
Manzana Desarrolio y
Granny Smith (con cera) 2 mg/mL 4.35¢1.34 validacion del
4mg/mL 4.3310.57 tod
2mg/mL 235018 Chme 5005
Black Arkansas 4m9/mL 3 910 61 . Chrom. A,
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En un primer intento se empled el método recién desarrollado en manzanas para
cuantificar el CPC y al compuesto 12, esto por que era el inico compuesto sintetizado
en ese periodo. La Tabla 32 muestra los resultados obtenidos. Como se puede notar, el
nivel residual; después de tratar a las manzanas con el compuesto 12, es equiparable al
del CPC, aunque el Log P del compuesto es diez veces menor. Este resultado

contradecia la hipétesis generada.

Tabla 32. Nivel residual del CPC y del compuesto 12 en manzanas Granny Smith

Solucién al 0.1 % de

CPC Nivel residual (bpm, ralg) Error relativo
CPC 2.10+0.24 0.20
12 2.04+1.14 0.66

Por otra parte, estudios realizados en diversas frutas® demoétraron que la
reduccion del nivel residual de pesticidas organofosforados no esta correlacionado con
su solubilidad en agua, y por ende, del Log P. De la Tabla 31 es evidente que los
niveles residuales estan fuertemente influenciados por la naturaleza de la superficie de
los alimentos o tejidos. Se ha demostrado que el CPC se une a proteinas® y grasas.®®
Las frutas y vegetales son en general ricos en carbohidratos y tienen muy bajas
concentraciones de proteinas y grasas.”®”

Considerando lo anterior, no quedaba claro si el nivel residual de ambos
compuestos en las manzanas era debido a que realmente no hay una correlacién entre
la solubilidad en agua (y por lo tanto con el Log P), o bien a la poca lipofilicidad de la

superficie de la manzana. Para resolver esta duda se procedié a realizar la

determinacion del nivel residual en una biosuperficie mas lipofilica.
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Por otra parte, previamente en este proyecto, se habfan validado los métodos
para carne de res y pollo, pero debido a la cantidad necesaria y la metodologia para
realizar las pruebas de nivel residual en carne de res, se procedié a utilizar ef polto

como modelo de biosuperficie.

Asi, todos los compuestos se determinaron utilizando et método reportado.’ En
esta metodologia se emplea pollo entero, pero son necesarios cerca de 3 g de
compuesto por prueba, por lo que se extrapolé [a metodologia a una pieza de pollo. En
este caso se decidid utilizar las alas de pollo como parte represehtativa, y el nivel
residual alcanzado por el CPC es el mismo que el reportado en pollo entero: 11 ppm al

tratar el pollo con una solucién de CPC al 0.0125%.

Curva estandar. Para cada compuesto se preparé una curva estandar (empleando
CPC como estandar interno con compuestos de 12 carbonos en la cadena, o bien DPC
en compuestos con 16 carbonos en la cadena). Se prepararon soluciones estandares
tales que, 100 pL de éstas dieran concentraciones de 32, 16, 8, 4, 2 y 1 pg/mL al
adicionarlas a 5 mL de- extracto de ala de pollo sin tratamiento (blanco). En la Tabla 33
se presentan los datos generados para el compuesto 10 y en la Figura 18 se presenta
la grafica; mientras que la Tabla 34 contiene los datos de |a regresion lineal de la curva

estandar determinada para todos los compuestos seleccionados.
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Tabla 33. Datos del anélisis de HPLC de la curva estandar de calibracién para la
determinacion del CPC en ala de pollo

Comp. 10 ABC Comp10/ABC  ABC Comp10/ABC Promedio ABC

[pgme] DPC (1era vez) DPC (2da vez) Comp10/ABC DPC
1.00 0.0103 0.0177 0.0140
2.00 0.0262 0.0337 0.0300
4.00 0.0613 0.0649 0.0631
8.00 0.1210 0.1494 0.1352
16.00 0.3110 0.3123 0.3117
32.00 06352 0.6247 0.6300

Tabla 34. Curva estandar determinada para cada compuesto en ala de pollo

Compuesto Curva std n r
3 5 0.9983
10 Conc. = 47.73 (ABC 10/ABC DPC) -0.01543 5 0.9998
11 Conc. = 31.20727(ABC 11/ABC CPC)- 0.011 5 0.9998
12 5 0.9967
14 Conc= 6.415 X 10 Abs + 0.0006 5 0.9998
18 Conc= 21.459(ABC 18/ABC CPC) - 0.00815 5 0.9998
19 Conc= 3.101 X 102 Abs + 0.007 4 0.9944
CPC Conc= 36.88 (ABC CPC/DPC) - 0.26192 5 0.9993

®Cada punto de la curva se determiné por duplicado
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Figura 18. Gréfica de la curva de calibracién estandar para determinar al compuesto 10
en alas de pollo. Se emple6 CPC como estandar interno
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Cuantificacién del derivado de alquilpiridinio. A cada muestra se le adicionaron 135
pg (en 56 pl) de una solucion estandar de cloruro de dodecilpiridinio (DPC) para
compuestos con cadena de 16 carbonos, o bien 100ug (en 50 pl) de cloruro de
cetilpiridinio para compuestos con cadena de 12 carbonos. Los tubos se centrifugaron a
15000 g por 8 min. 20 pL del sobrenadante se inyect6 al sistema de HPLC para su
cuantificacion. Las condiciones del sistema de HPLC fueron las siguientes:

Volumen de inyeccién de ta muestra: 20pl

Columna: Ciano Alltima

Fase movil: 37% TMAHP 67% MeOH, Velocidad de flujo: 2 mL/min

Detector: u.v, 260 nm, 0.1 AUFS, Chart “1”
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Nivel residual. E! ala de pollo, despuégde ser trata_da por un minuto con la solucién de
CPC (0.05%), se extrajo con etanol al 95% (190 mL en una bolsa ;:errada de polietileno
(Stomach), duranfe una hora a 60 °C, a 200 rpm. Después de enfriar a temperatura
ambiente, el extracto se transfiri6 a un matraz volumétrico (250 mL) y se aforé con
etanol al 95%. Se tomé una alicuota de 5 mL, se le adiciond el estandar intemo y se
cuantifico la cantidad de compuesto.

Recobro del método (Eficiencia de la extraccion). Para determinar la eficiencia de la
extraccion con etanol, se aplicé en toda la superficie de! ala de pollo 1 mL de una
solucién estandar de cada compuesto. Se tomaron dos concentraciones, 4.2 y 0.6
mg/mL respectivamente. Después de permitir que la solucidn secara, se extrajo el
compuesto de acuerdo al protocolo del nivel residual, y se cuantificé la cantidad
recuperada de compuesto.

Resultados. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 35. Todos los
compuestos resultaron con un nivel residual equiparable o mas aito que el CPC. Sélo
uno de ellos, el compuesto 10, demostré tener un nivel residual mas bajo
numéricamente, pero estadisticamente no hay diferencias con el CPC al comparar las
medias obtenidas (prueba de t = 1.49, tuie= 2.77, @=0.05).

Este resultado inesperado se puede explicar si se toma en cuenta que los
compuestos de alquilpiridinio presentan una unién intrinseca a diferentes superficies,
como solidos en aguas residuales e inclusive metales. Pero también se ha sefialado
que las variables gue intervienen principaimente son la hidrofobicidad y el contenido de

carb6n de ambos, el adsorbente y el soluto.”

112



RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a que en este estudio se han considerado moléculas gue son de mayor
polaridad y Log P que el CPC y que su nivel residual es equiparable, puedo concluir
que el nivel residual de los compuestos de alquilpiridinio no esta correlacionado con la
solubilidad en agua, y al mismo tiempo con la distribucion del compuesto en fase

acuosa y lipoide.

Tabla 35. Nivel residual de los compuestos de Alquilpiridinio en carne de pollo®

Com. No. Solucién Nivel residual Recobro Log P
(ppm) (%CV)
3 nd Nd Nd 2.712
10 0.05% 12.598+0.415* 98+1.55 1.569
11 0.05 % 17.109£0.715 Nd 1.006
12 nd Ng Nd 0.527
14 nd Nd Nd nd
18 0.05% 16.22510.638 80x17 1.115
19 nd nd nd 0.870
CPC 0.05% 14.08810.987 84.114.7 1.78 (1.71)

®Para cada compuesto se le determind su curva estandar, el nivel residual es el
resultado de tres determinaciones *No significativo estadisticamente al comparario con
el CPC, mediante t de Student, con «=0.05
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VI CONCLUSIONES

Las conclusiones mas importantes que derivan de los resultados obtenidos en este
trabajo de tesis, son las siguientes:

1.- Los estudios QSAR en dos dimensiones indicaron que la actividad antimicrobiana de
los compuestos de alquilpiridinio esta correlacionada con el log P de manera bilineal,

aunque la carga en el nitrégeno piridinico impidié el uso de estos modelos.

2.- En cambio, los modelos de CoMFA (3D-QSAR), generados con las estructuras
moleculares de los 64 compuestos de alquilpiridinio reportados en la literatura, indicaron
que la actividad antimicrobiana de estos compuestos esta correlacionada con el efecto
estérico mas que el electronico, y que en general, los cambios en la estructura de
alquilpiridinio que impactan mas en la actividad antimicrobiana son: el tamafio de la
cadena lineal (6ptima con cadenas entre 12 y 18 carbonos) y la sustitucion en las

posiciones 1y 4 del anillo piridinico.

3.- En general, la actividad entre analogos con un solo sustituyente en diferentes

- posiciones del anillo de piridina son equiparables.
4 .- Los modelos de CoMFA correlacionaron bien la actividad antimicrobiana y ayudaron

al disefio de compuestos de alquilpiridinio con un mejor perfil de solubilidad en agua y

de actividad potencial antimicrobiana.
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5.- Se logro la sintesis de todos los compuestos seleccionados en el disefio molecular.
Para cada uno de ellos, los datos espectroscopicos y espectrométricos, asi como de

analisis elemental, concordaron con la estructura esperada.

6.- Seis de los siete compuestos sintetizados resultaron ser nuevas estructuras

quimicas, sblo el compuesto 12 se encuentra reportado en la literatura.

7,- En general, todos los compuestos sintetizados presentaron un log P mas bajo que el

CPC, con lo cual su distribucién en agua es mayor que en octanol.

8.- Los compuestos sintetizados resultaron ser activos, en el intervalo establecido por

CoMFA, validando el método computacional.

9.- Los métodos de cuantificacion del CPC por HPLC desarrollados fueron adecuados
para determinar la cantidad remanente de CPC después de tratar al pollo, o a una

manzana con una solucién acuosa de CPC.

10.- Los métodos analiticos anteriores se extrapolaron satisfactoriamente para

determinar el nivel residual de los compuestos recién sintetizados.

11.- El nivel residual de los compuestos preparados fue equiparable con el del CPC,
con lo cual se puede concluir que el nivel residual en los compuestos de alquilpiridinio
es independiente de su solubilidad en agua y de la polaridad de la superficie del

alimento.
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PERSPECTIVA.

Considerando la union de los compuestos de alquilpiridinio a los alimentos es
importante el investigar los factores que realmente tienen un impacto en esta union, vy,
de manera colateral, establecer qué parte de la molécula es la que influye en la union.
Una vez que esto sea esclarecido, se podria generar un mejor modelo de CoMFA,
disefiar nuevas moléculas que lograran disminuir el nivel residual y que contaran con

una mayor actividad.
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- VIl. PARTE EXPERIMENTAL

La investigacion realizada en la presente tesis se llevd a cabo en dos
Universidades.

En la Universidad de Arkansas para Ciencias Médicas, EUA, se realizaron: los
estudios computacionales, en el Biopharmaceutical Visualization Center (BVC); el
desarrollo de los métodos analiticos, en el laboratorio 230 y las evaluaciones
microbioldgicas, en el laboratorio 240. Lo anterior, bajo la direccién de los Drs. César y
Lilia Compadre.

En la Universidad Nacional Auténoma de México, Facultad de Quimica, conjunto
E, Departamento de Farmacia, Lab. 122, se llevo a cabo la parte sintética del proyecto.

7.1. Estudios Computacionales

La parte correspondiente al modelado molecular se realizé en su primera fase en
el BVC. Todos los célculos de PM3, CoMFA (3D-QSAR), 2D-QSAR y Unity se
realizaron con la paqueteria de modelado molecular SYBYL 6.8, en una computadora
Octane de Silicon Graphics.

7.2. Métodos Analiticos
La determinacion del Log P se hizo en un espectrofotémetro Perkin EImer modelo FT-
IR-1600. Los analisis de HPLC se realizaron en un sistema de Waters Corp. (Miiford,
MA, USA) con los siguientes modulos: Sistema de Bombeo de Liberacion de
Multidisolventes Waters 600E (Multisolvent Delivery System Waters 600E), Detector
Programable Multilongitud de Onda Waters 490E (Programmable Multiwavelength
Detector Waters 490E), Modulo de Datos Waters 746 (Data Module Waters 746), y un

Controlador del Sistema Waters 600E (System Controller Waters 600E).
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La columna empleada fue una Alltima ciano (250 x 4.6 mm, 5 pm) y un cartucho
de precolumna de seguridad Alltima ciano (guard cartridge, 7.5 x 4.6 mm, 5 pym) de
Alltech Associates (Deerfield, 1L, USA). Como fase movil se empleo una mezcla 29:71
de metanol-buffer 0.008 M TMAHP (trimetoxiamonio pentahidratado) ajustado con acido
acético hasta un pH 3.6; a un velocidad de flujo de 1 mL/min. La molaridad el acido
acético fue de 0.14M. La deteccion ultravioleta se determiné a 260 nm. Cada corrida no
duré mas de 20 min. |

7.3. Trabajo Microbiolégico

La parte bioldgica se realizé en el laboratorio 240, el cual cuenta con todas las
regulaciones para trabajar con microorganismos inocuos y patégenos.

7.4. Instrumentacion

Muchas de las reacciones se hicieron en un reactor marca Parr (Parr
Instruments, lllinois, USA) de 300 mL, con una presion de trabajo hasta de 2000 PSI.

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotometro Perkin
Elmer de transformadas de Furier modelo FT-IR-1600 en pastilla de bromuro de
.potasio, las sefiales se reportan en cm-1.

Los espectros de RMN 'H y 3C se determinaron en un espectrofotémetro Varian
Gemini 300 usando deuterocloroformo, sulféxido de dimetilo o acetona como
disolventes y tetrametilsilano como referencia interna. Los desplazamientos quimicos se
dan en ppm (). Los simbolos de las sefiales son: s = sefial simple, sa = sefial simple
amplia, d = sefial doble, t sefal triple, sxt = sefial séxtuple, m = sefial multiple; las

constantes de acoplamiento se dan en Hertz (Hz).
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Los puntos de fusion (pf) se determinaron en un aparato Buchi Mod 530, y no
estan corregidos.

Para concentrar se empledé un evaporador rotatorio marca B'uchi RE 11, con
vacio generado con una bomba reciprocante Vacuum Sergeant mod 457 ajustada a 10
mm de Hg y condensador de hielo seco.
7.5. Cromatografia

Para la cromatografia en capa fina (ccf) sé usaron placas de vidrio recubiertas
con gel de silice GF2s4 de la casa Merck. Para la ccf de fase reversa se usaron placas
recubiertas de gel de silice C18 de la casa Merck.

Para la cromatografia en columna se utilizé una columna de vidrio de 18 cm por
2 cm de diametro empacada con gel de silice 60, granulos de 0.2-05 mm, malla 35-70.

Para la cromatografia rapida de columna (Flash Column Chromatography) se
utilizé el equipo de vidrio de la marca Aldrich, asi como una bomba Marca Felisa de 200
psi de presibn maxima. En ambas columnas se utilizé arena de Cancun previamente
lavada con agua corriente, agua destilada y secada en la estufa a 80 °C toda la noche.

Los compuestos organicos se visualizaron con luz ultravioleta y por exposicion a
vapores de yodo.

Los sistemas de elusién utilizados fueron los siguientes:

SISTEMA COMPOSICION PROPORCION
| Hexano-Cloroformo-AcOEt 50:35:15
Il Hexano-AcOEt 90:10
1] Cloroformo-MeOH 95:5 (1% AcOH)
\Y Cloroformo-MeOH-H,O 87:13:1 (1% de AcOH)
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7.5.2 Aislamiento de los compuestos finales mediante cromatografia rapida de
columna (Flash Column Chromatography). Intercambio del contraién por el ion
bromuro .

La mayoria de los compuestos finales se aislaron mediante la técnica de
cromatografia rapida de columna (FCC), descrita por Bluhm.®® Durante este
procedimiento se intercambia el contra ién por bromuro, asi, cuando se introduce el
tosilato de alquilpiridinio el producto final es el bromuro de alquilpiridinio. Brevemente el
procedimiento general que se sigui6 fue el siguiente:

Acondicionamiento de la columna. Se pesaron 20 g de gel de silice para
cromatografia rapida en columna (60, granulos de 0.2-05 mm, mélla 35-70) por gramo
de compuesto, y se colocaron en un matraz con 160 mL de una solucion al 6% de NaBr
en metanol durante 5 minutos. La suspension se adicion6 a una columna para FCC (20
mm de diametro interno) en la cual previamente se coloco un pedazo de algodén y una
capa de arena de Cancun (5 cm de espesor). Una vez nivelada la columna se
agregaron 50 mL de la solucion de NaBr y enseguida se aplicd presion (10 psi) para
llevar a sequedad. Una vez seca la columna se adiciond suficiente cloroformo para
rehidratar la columna y se forzo la elusion con presién (20 psi) hasta la desaparicion de
las burbujas dentro de la columna.

Aplicacién de los compuestos a separar. Si el compuesto era soluble en cloroformo
se preparo una soluciéon concentrada del compuesto, y se eluyd sin presion, evitando
que se secara la columna. En caso de que no fuera soluble, el compuesto se disolvio en
acetona o metanol y se agregé 5 g de gel de silice para FCC, la suspensic').n se agité y

se concentro a vacio.
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El sélido, con el compuesto impregnado, se agreg6 a 50 mL de cloroformo y enseguida
se adicion6 a la columna. Una vez nivelada la columna se agreg6 otra capa de arena de
Cancun (5 cm de espesor).

Elusion de los compuestos. Una vez aplicado el compuesto, la columna se eluyé con
CHCI3-MeOH con un gradiente de 1% de metanol por cada 100 mL de cloroformo y con
una presion tal que se eluyeran 2 pulgadas/min. La separacioén de los compuestos se
sigui6 mediante cromatografia de capa fina, desactivando el gel de silice con una
solucion de NaBr al 12 %. Generalmente se utilizaron de 800 a 1000 mL de fase movil
para la purificaciéon. Durante la separaciéon se intercambio el i6n tosilato por el i6n
bromuro, lo cual se notd en los espectros de RMN 'H y "3C. Las fracciones con el
compuesto separado se juntaron y se concentraron a sequedad en el rotaevaporador.
El sélido remanente se extrajo con cloroformo o acetona y se filtré para quitar el exceso
de NaBr y gel de silice. El filtrado se concentré aproximadamente a 1 mL y se indujo la

cristalizacién con el cosolvente indicado para cada compuesto.

7.6 Métodos Sintéticos

7.6.1. Bromuro de 4-acetil-1-hexadecilpiridinio (3)

HsC o) HaC o)
N /
= 1) CH,CN, 200 psi, 100°C, 23 h, =X
+ CH,(CH,), ,CH,OTs 3 KBS ‘
2
N PM = 396.628 R
Br
PM=121.14 CH3(CH2)14CH3
D =1.095 3
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En un reactor Parr de 300 mL se colocaron 2.40 mL (2.628 g, 21.7 mmol) de 4-
acetilpiridina, 8.4 g (21.2 mmol) de tosilato de cetilo y 200 mL de acetonitrilo. Se cerro el
reactor, se le inyectaron 200 psi de nitrégeno y se calenté a 130 °C por espacio de 23 h.
Pasado este tiempo se dej6 enfriar y el contenido se concentr6é en el rotaevaporador
hasta 10 mL, se diluyé con 50 mL de éter y la mezcla se guardé en el congelador.
Después de 10 h de enfriamiento se colectaron unas lentejuelas crema (7.5 g, 70%),
dos manchas en la CCF. Una parte (4 g) del compuesto se disolvié en cloroformo y se
separ6 por cromatografia en columna rapida, previamente acondicionada (ver seccion
7.5.2), utilizando como sistema eluyente una mezcla de cloroformo-metanol en un
gradiente de 0 a 10%. Se recolectaron 20 fracciones de 200 mL cada una, las cuales se
llevaron a sequedad en el rataevaporador. Las fracciones 9 a 16, que contenian al
compuesto deseado, se extrajeron con acetona, los extractos reunidos se concentraron
hasta 2 mL y se indujo la cristalizacion por adicion de éter. El compuesto 3 se obtuvo
como agujas color paja (1.5 g, 37%) con un pf de 88-89.3 °C

Su espectro de RMN "H (No 01) mostr6 sefiales en 9.67 (dd, 2H, J = 6 Hz) 8.52
(dd, 2H, J = 6 Hz), 5.058 (t, 2H, "N-CH,), 2.80 (s, 3H, CH3-C=0) 2.05 (m, 2H, "N-CH,-
CHy), 1.233 (m, 26H, H en la cadena), 0.861 (t, 3H, CH3 de la cadena). El espectro de
masas (No 02), mediante la técnica de Fab (cationica), presentd el M* de 346,
concordante con el peso molecular del cation piridinio esperado El analisis elemental
resulto ser el esperado para la estructura. (Calculado: %C: 71.26, %H: 10.25, %N: 3.96;

encontrado: %C: 7.18, %H, 10.24, %N: 3.86).

122



PARTE EXPERIMENTAL

7.6.2. Bromuro de 1-hexadecil-2,4,6-trimetilpiridinio (10)

CHj

A 100°C, 9 dias
+  CH, (CH,),,CH,0Ts
_ CH,CN

PM=121.18 Br CHy(CH)14CH,
D=0917 10

En un reactor Parr se colocaron 12.6 g (31.8 mmol) de tosilato de hexadecilo, 4.8
mL (4.40 g, 36.3 mmol) de 2,4,6-colidina y 150 mL de acetonitrilo. La mezcla se agitd
mecanicamente y se calenté a 100 °C durante 9 dias. Después de este tiempo la
reaccion se concentré y se vertidé sobre 200 mL de éter frio. Luego de 5 h en el
congelador se recolectaron 6.5 g de un sélido.blanco, el cual mostré dos manchés
principales en CCF. Se pes6 1 g del solido obtenido y se separdé mediante
cromatografia en columna rapida previamente acondicionada con KBr (ver seccion
7.5.2), empleando una fase movil de cloroform.o-metanol en un gradiente de 1% de
metanol cada 100 mL hasta llegar a un 10% total. Después de 21 fracciones se
obtuvieron 0.5 g del compuesto 10. Este s6lido amorfo se disolvié en 20 mL de acetona
y se filtré para remover el gel de silice disuelto por el metanol. La solucién incolora se
concentrdé a 2 mL, y se indujo la recristalizacion con 7 mL de éter.

El cémpuesto 10 se obtuvo como agujas cristalinas blancas, un solo producto por
CCF, con un punto de fusién de 106.3-106.9 °C. Su espectro de RMN 'H (No 03)
mostré sefiales en 7.6 (s, 2H, H arom), 4.6 (t, 2H, *N-CH>), 2.95 (s, 6H, CH; arom o),
2.55 (s, 3H, CHz arom paa), 1.76 (sext, 1H, *N-CHx-CHy), 1.53 (sext, 2H, "N-CHz-CH,-

CH>), 1.4-1.2 (m, 22H, CH, cadena), 0.88 (s, 3H, CHj).
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Su espectro (No 04) de RMN °C presenté sefiales en: 157.45 (C,¢ piridina),
153.96 (C4 piridina), 128.93 (Cj 5 piridina), 53.45 (“N-C), 31.80 (C, cadena), 29.55-29.45
(Cs7), 29.13 (Cg cadena), 28.95 (Co cadena), 29.361(Cy cadena), 29.27 (Ci; y 10
cadena), 28.00(Cs> cadena), 28.79 (C43 cadena), 26.63(C1s cadena), 22.57(Cis
cadena),21.68 (CHj3 o0 €n anillo de piridina), 21.59 (CH; pars €n anillo de piridina) y 14.01
(C16 cadena). El andlisis elemental concordo con lo esperado (calculado: %C: 67.58,

%H: 10.40, %N: 3.28; encontrado %C: 67.92, %H: 10.89, %N: 3.25)

7.6.3. Bromuro de 4-acetil-1-dodecilpiridinio (11)

HsC o HsC o)
\ f o \
+ CH,(CH,),,CH,Br 200 psi, 100 °C, 27 h |
P CH,CN P
N PM = 249.23 N
PM = 121.14 D= 1.038 Br
D = 1.095 . CH(CH)10CH3

11

En un reactor Parr de 300 mL se disolvieron 3.3 mL (3.61 g, 29.8 mmol) de 4-
acetilpiridina recién destilada (p.eb. 79-80 °C a 6 mmHg) y 6.7 mL (6.95 g, 27.9 mmol)
de bromuro de dodecilo en 50 mL de acetonitrilo. Se cerr6 el reactor, se le inyecté'200
psi de nitrégeno y se calentd a 100 °C por espacio de 27 h. Pasado este tiempo se dejo
enfriar y el contenido se concentr6 en el rotaevaporador hasta 10 mL, luego, se le
adicionaron 70 mL de éter. El sélido amorfo amarillo obtenido se disolvié en etanol y se
traté con carbén activado. Después de filtrar, la solucidn se concentr6 a 3 mL y se
indujo la cristalizacion con éter. Se obtuvieron 2.0 g de un soélido color paja (pf 82-83

°C). Un espectro de RMN "H de este sélido presenté una impureza menor al 0.1 %.
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Su analisis elemental corroboré la pureza del compuesto, por lo que se empled
como tal para pruebas biolc')gicas..

El espectro de RMN 'H (No 05) presento sefiales en 9.7 (dd, 2H arom, Hono
piridina, J = 6 hz), 8.60 (dd, 2H arom, Hpets, J = 6 Hz.), 5.0 (t, 2H, *N-CHy), 2.8 (s, 3H,
CHjs grupo cetona), 2.01 (m, 2H, *N-CH2-CH), 1.13 (m, 10H, CH; cadena), 0.92 (s, 3H,
CHa). El analisis elemental correspondié con lo esperado.. (Calculado: %C: 61.62, %H:

8.71, N: 3.78; encontrado: %C: 61.68, %H: 8.70, %N: 3.99).

7.6.4. Bromuro de 1-dodecil-2,4,6-trimetilpiridinio (12)

CH, CHy
N KI N
+  CHy(CH),,CHBr —— = |
/ ~ CH,CN =
HaC N CH, P’g = ?4(?;3,%33 ? HaC N° CH,
PM=121.18 ' Br-
CHy(CHy) 1oCH
D=0917 ,(CHy)19CH;

12

En un matraz de bola de 100 mL se mezclaron 4.36 g, 17.5 mmol) de bromuro de
dodecilo, 3.5 mL (3.21 g, 26.5 mmol) de 2,4,6-colidinay 1 % de yoduro de potasio como
catalizador. La mezcla de reéccic’)n se calentd a 90 °C durante 24 h, luego, se le
adicionaron 50 mL de acetonitrilo y se llevo a reflujo, donde se mantuvo por 14 dias.
Pasado este tiempo, la mezcla de reaccion se dejé enfriar y se concentré a presion
reducida. Al liquido remanente (10 mL) se le adicionaron 50 mL de éter y se dejo
enfriando toda la noche. Al dia siguiente, la mezcla se filtr6, el soélido obtenido se lavo
con éter y se dejo secar al vacio. Se obtuvieron 1.058 g (20.81 %) de un sélido color

crema.
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Este producto se recristalizd de etanol/acetato de etilo. Se obtuvo ahora un
solido color purpura (0.850 g). Una segunda recristalizacion de este producto con
etanol/éter dio unoé cristales finos blancos (0.70 g), dos compuestos por HPLC: el
principal, con tr = 5.82 min y uno secundario, con tr = 8.23 min. La mezcla anterior se
separo6 por cromatografia en columna en fase normal, con gel de silice (desactivada con
agua) como fase estacionaria y una mezcla de cloroformo-metanol (95:5) como fase
movil. Después de recolectar 42 fracciones de 25 mL, se detect6 el compuesto principal
en las fracciones 17-38. Estas fracciones se juntaron y se concentraron a presion
reducida hasta poco volumen, se adicion6 acetato de etilo y se indujo la cristalizacion.
Sé obtuvieron 495 mg, de unas hojuelas blancas con un punto de fusién de 92-94 °C.

El espectro de RMN 'H (No 06) mostro sefiales en 7.6 (s, 2H, H-arom), 4.6 (m,
2H, +N-%), 2.95 (s, 6H, CH3 aromg,), 2.55 (s? 3H, CHz arom pars), 1.98 (s, 1H, *N-CH,-
CHy), 1.78 (m, 2H, *N-CH2-CH,-CH,), 1.45 (m, 2H, *N-CH»-CH,-CH,-CHy) 1.13 (m, 14H,

CH; cadena), 0.92 (s, 3H, CHj3).

El espectro de RMN °C (No 7) present6 sefiales en 157 (Cy¢ piridina), 154 (C,
piridina), 129.03 (Cs5 piridina), 53.55 ("N-C), 31.72 (C, cadena), 29.40 (C4o cadena),
29.28 (Cse cadena), 29.21 (C; cadena), 29.13 (Cg cadena), 28.95 (Cy cadena), 28.73
(C4 cadena), 26.67 (CHj; o1 en anillo de piridina), 22.49 (Cs cadena), 21.64 (Ciq
cadena), 21.49 (CHs para en anillo de piridina) y 13.91 (C42 cadena). El andlisis elemental
concuerda con lo esperado (calculado: %C: 64.83, %H: 9.80, %N: 3.78; encontrado

%C: 64.63, %H: 10.13, %N: 4.00)
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7.6.5. 4-(Metoximetil)piridina (22)

CH,CI CH,OCH;
o~ CH,ONa, CH,OH X
| - HC!
= =
N N
PM = 164.04

22

En un matraz “Kontes Taper” de 125 mlL; acondicionado con termémetro,
condensador de aire en posicion de reflujo con un globo con nitrégeno en su extremo y
un embudo de adicién; se colocaron 1.5 g (0.0652 atom-g) de'sodio metalico recién
cortado y se gotearon 25 mL de metanol absoluto. La adicién del metanol se hizo a una
velocidad tal que se llegd hasta el reflujo suave. Después de que se disolvio todo el
sodio, la mezcla de reaccion se enfrid con un bafio de hielo y luego se goted una
solucion de 5 g (0.030 mol) de clorhidrato del cloruro de 4-picolilo [clorhidrato de 4-
(clorometil)piridina] disueltos en 25 mL de metanol absoluto. Se dej6 reaccionar a
temperatura ambiente durante 72 h, controlando la total desaparicion de la materia
prima por CCF; después de que termind la reaccién, ésta se filtr6 y concentro a
sequedad. El aceite residual se destilé6 de bulbo a bulbo. Se obtuvieron 2.0 g (40%) de
un liquido incoloro. Su punto de ebullicion (90-97 °C, 6 mmHg) y el espectro de RMN 'H

fueron concordantes con lo reportado en la literatura para la 4-(metoximetil)piridina.>®
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7.6.6. Bromuro de 1-hexadecil-4-(metoximetil)piridina (14)

CH,0CH; CH,0CH3
X 200 psi, 130 °C, 2 dias . X
+  CHy(CH,),,CH,CI |
P CH,CN P
N PM = 260.89 N
D =0.865 .
22: PM =123.152 CH,(CH,)14CHs

14

En un reactor Parr de 300 mL se colocaron 5.5 mL (4.76 g, 18.2 mmol) de cloruro
de hexadecilo, 2 g (16.2 mmol) de 4-(metoximetil)piridina (22) y 150 mL de acetonitrilo.
Una vez cerrado el reactor se le inyectaron 200 psi de nitrégeno y se calentd a 130 °C
con agitacion mecanica durante 2 dias. Después, la mezcla de reaccion se concentro,
se vertié sobre éter y se guardd en el congelador tod‘a la noche. La suspension obtenida
se filtro y se lavd con éter fridé, dando 1.6 g (25.7%) de un sélido rojo que en CCF
presento dos manchas.

La mezcla énterior se separd6 mediante cromatografia en columna rapida
acondicionada con KBr, empleando como disolvente cloroformo-metanol, con un
gradiente de metanol del 1% cada 250 mL hasta llegar a un 10%. Sélo las fracciones 9
y 10 presentaron al compuesto deseado puro. De esta reaccion se obtuvieron 600 mg
de un sdlido blanco rojizo. Sucesivas recristalizaciones llevaron a 14, que cristalizé
como agujas blanquecinas con un pf de 72-76 °C.

El espectro (No 8) de RMN 'H presenté sefales en 9.38 (d, 2H, H arom, 2,6-
piridina), 8.06 (d, 2H, H arom, 3,5-piridina), 4.97 (t, 2H, *N-CH,), 4.75 (s, 2H, CH2-0),
3.53 (s, 3H, CH3-0), 2.02 (sext, 2H, *"N-CH>-CHy), 1.4-1.2 (m, 26H, CH, cadena), 0.875

(s, 3H, CHa).
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7.6.7. Bromuro de 1-dodecil-4-(metoximetil)piridina (18)

CH,OCH, CH,OCH;3
X 160 psi, 120 °C, 3 dias X
+  CH,(CH,),,CH,Br |
- CH,CN _
N PM = 249.24 N
D =1.038 B |
22: PM = 123.152 CHa{CH3)1o,CHs

18

En un reactor Parr de 300 mL, se colocaron 5 mL (5.19 g, 20.8 mmol) de
bromuro de dodecilo, 2 g (16.2 mmol) de 4-(metoximetil)piridina (22) y 150 mL de
acetonitrilo. Una vez cerradd el reactor se le inyectaron 160 psi de nitrogeno y se
calenté a 120 °C en agitacion mecanica durante 3 dias. Después de este el tiempo, la
mezcla de reaccion se concentrd, se vertio sobre éter y se guardé en el congelador toda
la noche. La suspension obtenida se filtr6 y se lavd con éter frio, dando 4.0 g de un
solido café, dos manchas por CCF, una de ellas correspondiente al producto esperado.
El producto crudo se separé mediante cromatografia en columna rapida, utilizando gel
de silice tratada con solucién metandlica de NaBr al 12%, el disolvente de elusién fue
cloroformo-metanol, con un gradiente de 0 a 10% de metanol.

El compuesto parcialmente puro se obtuvo en las fracciones 4-20 (40 mL): Las
fracciones recolectadas se concentraron a sequedad y el sélido blanquecino resultante
se disolvio en 30 mL de acetona. La solucion se filtr6 y se concentro a 2 mL, para
enseguida inducir la cristalizacion con éter. El compuesto 18 cristaliz6 como agujas
blancas con un pf de 69-70 °C, una sola mancha por CCF. Su espectro (No 9) de
RMN "H present6 sefiales en 9.46 (d, 2H, H arom, 2,6-piridina), 8.05 (d, 2H, H arom,
3,5-piridina), 4.97 (t, 2H, 'N-CHj), 4.75 (s, 2H, CH»-0), 3.53 (s, 3H, CH;-0), 2.02 (sext,

2H, *N-CH,-CHy), 1.4-1.2 (m, 18H, CH, cadena), 0.875 (s, 3H, CHs).
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El espectro (No 10) de masas, mediante la técnica de Fab (catiéniéa), present6
el M* de 292, concordante con el peso molecular del cation piridinio esperado. El
analisis elemental concord6 con el esperado (calculado: %C: 61.28, %H: 9.20, %N:

3.76; encontrado %C: 60.50, %H: 9.32, %N: 3.699).

7.6.6. Tosilato de 1-hexadecil-4-hidroxi-3,4-bis(hidroximetil)-2-metilpiridinio (19)

CH,OH CH,0OH
HOH,C OH HOH,C OH
AN AN
.HCl  _1)KOH. EtOH ‘
s 2) CH4(CH,),,CH,0Ts, CH,CN _
N CH3 3) 160 psi, calor, 6 h N* CH3
PM = 205.636 TsO~

CHy(CH;)14CH;

19

En un matraz de 500 mL se disolvieron 4 g de clorhidrato de piridoxina (19.5
mmol) en 250 mL de etanol. Después 30 minutos de agitacién se adicionaron 1.09 g
(19.5 mmol) de hidréxido de potasio, disueitos en 25 mL de etanol. La mezcla se agitd
por éspacio de 1 h y después se concentré a sequedad. El sélido blanco obtenido se
transfirié a un reactor Parr de 300 mL, se agregaron 7.7 g (19.4 mmol) de tosilato de
hexadecilo y 100 mL de acetonitrilo. Se cerr6 el reactor y se le inyecté 160 psi de Na.
Todo el sistema en agitacién mecanica se calentdé por espacio de 6 h, tiempo en el cual
la reaccidén transparente se torné roja, y al analizarlas por CCF se observaron 4
manchas. Esta mezcla de reaccién se enfrid, se vertié sobre éter frio y se guérdé en el
congelador por dos horas. La suspension obtenida se filtr y lavo con éter fri‘o. El sélido

blanco obtenido se disolvié en cloroformo y se filtré para eliminar la piridoxina.
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El liquido remanente se separé mediante cromatografia en columna rapida. Se
empledé una mezcla de cloroformo-metanol 90:10, en un gradiente de 0 a 10% de
metanol, incrementando 2 % cada 300 mL de fase movil adicionada. Después de 20
fracciones, se aisl6 19 en las fracciones 3-16 (fracciones de 40 mL). Las fracciones se
concentraron a sequedad y el sélido blanco (1.7 g, 10% de rendimiento global) se
extrajo con cloroformo (40 mL). La solucion resultante se filtr6 y la solucion clara se
concentrd e.n el rotaevaporador. El compuesto se recristalizé de acetona-éter, dando

agujas color paja con un pf de 118-120 °C.

Su espectro (No 11) de RMN 'H mostré sefiales en 8.06 (s, 1H, H arom, H o),
7.45 (d, 2H, H arom, orto al sulfonato, del TSO-), 7.05 (d, 2H, H arom, orto al metilo, del
TSO), 5.74 (s, 1H, HO-piridoxina), 4.798 (s, 2H, .Ar-%-o piridoxina), 4.67 (s, 2H, Ar-
CH,-O piridoxina), 4.52 (t, 2H, "N-CH,), 2.617 (s, 3H, CH3 arom, TSO-_), 2.271 (s, 3H,
CHs-arom, piridoxina), 1.760 (sext, 2H, *N-CH»-CHy), 1.284-1.20 (m, 26H, CH, cadena),
0.838 (s, 3H, CHj3). Su espectro (No 12) de masas (FAB™), dio un M* concordante con
el peso molecular del cation piridinio (M/z = 394). El andlisis elemental determinado es
similar con el esperado: Calculado: %C: 65.81, %H: 9.09, %N: 2.48, encontrado %C:

65.68, %H: 9.14, %N: 2.52,
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ESPECTRO No. 7. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE "*C DEL BROMURO DE 1-DODECIL-2,4,6-
TRIMETILPIRIDINIO (12)
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Abstract

Cetylpyridinium chioride (CPC). an alkylpytidinium compound has been recendy approved by the US Food and Drug Administration to
reduce bacterial contamination in poultry. Although CPC is very effective and has a very good safety record, its relatively high lipophilicity
may limit its use in high fat costaning foods such as beef. In this study we present the CoMPA analysis (3D-QSAR) of the antimicrobjal
activity of 60 N-alkylpyridiniam compounds against different bactedia. CoMFA contours showed that the activity is highly influenced by the
steric factor, Based in these contours we designed new candidates, which were synthesized and chacacterized by speciroscopic data. MIC

activity over Gram positive and Gram negative microorganisms validated the 3D-QSAR study.

© 2005 Elsevier SAS. All rights reserved.

Keywunds: Cerylpyridinium ehloride: Alkylpyridinium apalogues: 3D-QSAR; CoMFA analysis: MIC actvity

1. Introduction

Foodbome diseases arc one of the mayor concerns around
the world. While the American food supply is considered
among the safest in the world, recent estimates suggest that
as many as 9,000 deaths and 6.5 to 33 million illnesses in the
United States each year are food-related. Medical costs and
productivity losses range between $1.8 bitlion and $4.8 bil-
lion annually {1}. The need 10 develop sirategies to eliminate
and prevent microbial contamination of food products is made
more urgent by the appearance of new strains and types of
food pathogens, new and more frequent outbreaks of food-
borne disease. and the increased suscepltibility 10 foodborme
infeclions in population groups with lowered irarounily [2].

In this context we have demonstrated thal cetylpyridinium
chloride (CPC), a chemical safely used for more than 50 years
in oral hygiene products, can reduce Salmonella and other
bacterial contamination in poultry, meat, fish, fresh fruits, and
vegetables [3]. CPC is also effective in preventing bacterial

* Corresponding autor: Lab 122, Departamenio de Farmacia. Facultad de
Quimica UNAM. CU, DF 04510, Mexico, Fax :(525) 56225329,
E-mail address: rafaclc@servidorunam mx (R. Castillo).

0223-5234/$ - sce (rom mater @ 2005 Elsevier SAS. All rights reserved.
do3:10.1018/4.¢jmech.2005.02 012

attachment and thus, has potential (o reduce the risk of cross-
contamination (3,4]. Furthermore, CPC has been recenlly
approved by the US Food and Drug Administration 10 reduce
bacterial contamination in poalury. Although CPC is very
effective and bas been safely used in the pharmaceutical field
as a mouthwash, its relatively high chemical residue ip some
foods products, such as beef, may limit its acceptance by the
consumer (5]. Recently, polymeric quaternary armonjum
derivatives have been used as bacterta killing surfaces (6-8].

In an effort 1o develop CPC anatogues that could be easity
removed from food products afier treatment, we have devel-
oped a systemalic study of quantitative struclure activity rela-
tionships (QSAR) of CPC and its analogues using 2D-QSAR
and 3D-QSAR techniques. Previous SAR studies for these
compounds have shown that the antimicrobial activity is sig-
nificantly affected by the substituents on the pyridine moiety,
the length of the alkyl chain, the hydrophobicity of the com-
pound, their absorbability on the cell, and the pKa of the par-
cnt pyridine [9-13]. However, these studics were performed
in individual subsets of pyridinium compounds, and no effort
has been made to generate an overal! piclure of the SAR or
quanlitive SAR (QSAR) for these compounds.

EIMECH-2342
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Among 3D-QSAR methods [14], Comparative Molecular
Field Analysis (CoMFA) is widely applied on the medicinal
chemistry field. Comprehensive reviews [14,15), criteria for
derivation of the models [16], guidelines for publishing [17],
and scope and timitations (18] of the method have been pub-
lished.

In this paper we report the QSAR analysis (2D and
3D-QSAR) of the antimicrobial activily of 60 N-alkyl-
pyridinium compounds against Escherichia coli, Staphylo-
coccus aureus, Psendomonas aeruginosa, Kleibsiella pneu-
moniae, Bacills subtilis, and Bacillus megaterium. Also,
we present the synthesis of the analogues that were selected,
and the antimicrobial actvity, which validated the CoMFA
models generated.

2. Chemistry
2.1. Molecular modeling studies

2.1.1. Biological Data

A data set of 60 anuimicrobial activities (Minimum Inhibi-
tory Concentration (MIC)) and the logarithm of the octanol
water partition coefficients (log P) were retrieved from the
fiterature [5.9.10.19-21]. For the analysis, the antimicrobial
activities are expressed as the LOGMIC (LOGMIC= log
1/MIC).

2.1.2. Molecule 3D-Building

The structures of the compounds were obtained from the
Cambridge Crystallographic Database as implemented jn
Unity 4.1 or by small modifications of structures available in
the database usiog Syby) 6.8. All the analogues were mini-
mized by the PM3 semiempirical Hamiltonian in MOPAC
6.0 package in Sybyl (keywords used: Precise, Full, Mullik
and in some cases MMOK). After minimization, the follow-
ing descriptors were retricved from the output file: Dipolar
Moment (DM). Highest Occupied Molecular Orbital
(HOMO), Lowest Unoccupied Molecular Orbital (LUMO),
Ionizalion Potenlial (1P), and Heat of formation (DHF). These
data are shown in Table 2.

2.1.3. QSAR Analysis

Classical QSAR (2D-QSAR) studies were performed using
the CoMFA module in Sybyl 6.8. The compounds iacluded
in this study, the antimicrobial acliviry, as well as the descrip-
tors obtained after minimization, are listed in Tables 1 and 2.

2.1.4. Comparative Molecular Field Analysis (CoMFA)
3D-QSAR studies were performed using the program
CoMFA analysis as implemented in SYBYL 6.8 molecular

RIARS
| P + HC—{CRIN~CHX ———> o

R2 N R&
n=10.X=8r
n= 14, X = TeO
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modeling software from Tripos Inc., St. Louis, MO (Tripos,
2002). See experimental protocols for full details.

2.2. Synthesis of the analogues selected

Target alkylpyridinium compounds were synthesized
according to reaction shown in Scheme 1. The proper substi-
tuted pyridine was reacted with the corresponding alkyl bro~
mide (for derivatives with a 12-C chain) or alkyl tosylate (for
derivatives with a 16-C chain) in equimolar quantities in a
suitable solvent, under 200 PS1 of nitrogen in a 300 m) Parr
reactor (Parr instruments, J11. USA). After the time of reac-
tion, the solvent was evaporated under vacuum, and 100 ml
of ether were added. The reaction mixture was chilled at 0 °C
for 10-12 h, angd the solid obtained was filtered and dried.
Isolation of the compounds was performed by a flash chro-
matography column technique [22], using chloroform:metha-
pol in a gradient of 0 to 10% (increments of 1% every 300 ml
of roobile phase) and silica ge} deactivated with 12% NabBr,
as mobile and statiopary pbase respeclively. After separation,
the counter ion was exchanged for a bromide ion; so, most of
the final compounds are alkylpyridiniumn bromides. All the
synthesized compounds are very hygroscopic and newly
described, except for compouond 12 (5]. Reaction conditions
and physicochemijcal data of these compounds are shown in
Table 3. Blemenwal analysis, for C, H, N, were within the
range = 0.4% of theoretical vatues. Structural IR, 'H NMR
and '*C NMR data for compounds 3 are given in full detail in
the experimental protocol. Complete data for the other com-
pounds cao be obtained from the authors on request.

3. Biology

3.1. Partition coefficient (log P) determination

Log P octanol/water was measured using the guidelines of
Hansch and Leo [23).

3.2. Anrimicrobiological acnviry

Minimum lohibitory Concentration (MIC) against Saimo-
nella typhinurium ATCC 14028, E. coli ATCC25922, §.
aureus ATCC29123 was determined as antirnicrobial activity
using the macroditution method, as reported in the literature
[24); CPC and ampicillin were used as conlrols.

R4

R3 \RS

|
Sl

ent N /. ;Rs
H,(L—(CH,)H—CH,

Scheme I,
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Table 1
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Log P and antimicrobial activity of N- Alkylpyridinium compounds reported b tie Lierature

Tall

Compound MIC (log 1/1C50)

Tail Nr C Hcad substiwent B. subilis  B. megaterium S aureus E coll P. aeruginosa K. preumoniae LOGP
16 2-methyl 6.17 5.57 6.66 4715 4.01 557 195
16 2 4-dimcthyl 6.19 6.00 6.70 519 3.82 528 390
16 3-carbamoyl 5.68 492 57 4.68 3.89 4.82 1.44
16 34-dimethyl 6.1% 5.89 659 5.19 3.89 6.06 16
16 3.5-methyl 5.19 5.96 6.89 519 1.96 6.00 335
16 3-niketamide 222 2438
16 4-butenyl 613 5.52 5.23 582
16 Unsubstinued 6.04 5.75 6.64 5.04 4.06 575 2.81
10 2-methyl 4.26 4.09 4.85 3.68 3.26 4.39 0.19
10 2.4-dimethyl 4,57 4.57 5.00 120 3.10 4.80 034
10 3-carbamoy} imn 4.05 4350 3129 39 4.19 -029
10 3. d-dimethyl 457 4.57 510 180 3.10 4,68 0.66
10 3.5*dimethyl 428 4.40 4.96 362 .17 4.57 Q.76
10 3-DBAC* 248 2.56
10 4-buteoyl 413 4.13 433 383
10 Unsubstitluted 3.96 4.07 5.07 3.70 3.15 4.24 0.}1
12 2.4.6-rimethyl 6.41 559 r.41
12 2 4-dimethyl 5.52 5.52 592 4.40 352 5.66 1.44
12 2.6-dimethyl 530 4,70 205
12 2-amino 5.00 436 09s
12 2-carboxyl 3.42 2.96 0.64
12 2-cyano 5.55 456 0.00
12 2-cthy) 492 435 1.34
12 2-methyl 529 5.00 6.1 439 382 5.00 1.32
12 2-propyl 520 462 175
12 3.4-dimcthyl 5.4 552 592 4.30 352 5.43 1.91
12 3.5-ditnzthyl 5.30 5.40 592 4.30 360 5.28 1.92
12 3-aming 574 4.54 0.60
12 3-carbamoyl 4.62 4.72 532 4.07 377 4.62 0.60
12 3-carboxyl 355 in -0.17
12 3-cyano .87 0.00
12 3-methyl 5.31 429 1.21
12 4-amino 5.80 $.00
12 d-butenyl 5.60 52 4.69 528 30.05
12 4-carbamoyl 4.62 408 0.63
12 4-carboxy! 346 3.00 0.09
12 4-cyano 3.76 0.00
12 4-methyl 534 451
12 Unsubstituied 4.96 3.96 580 4.60 3.62 4,96 2.15
14 2-methyl 6.15 5.62 6.44 492 4.26 5.44 227
14 2.4-dimethy) 6.03 6.03 6.60 4.85 4.16 6.13 247
14 J-casbamoyl 5.35 5.35 6.05 475 431 5.35 1.14
14 3.4-dimethyl 6.03 592 6.38 4.92 4.03 6.03 2.93
14 3.5-dimethyl 6.03 592 6.64 4.92 4.03 6.08 2.90
14 3DEAC* 225 242
14 4-butenyl 5.62 532 5.02 533
14 Unzubsticuted 582 570 6.52 4.82 4.05 5.70 3156

2-methy! 335 3.05 kR 313 2.5 335 0.77
§ 2.4-dimethyl 446 1.46 4.13 Ry~ 2.85 3.54 -0.57
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Table |

{continued)
Head
Compound MIC (log LIC50)
8 3-carbamoy) 285 2.96 3.39 2.85 2.89 295 -0.70
8 3.4-dimethyl 3.64 4.77 4.24 346 270 3.64 -0.4)
8 3.5-dimethyl 3.16 346 in 36 270 3.54 -0.17
38 3DEAC* 2.57 2.59
8 4-butenyl 325 295 ' 3.85 3.25 3.25
8 Unsubsuited 3.04 3.07 3.96 3.08 2.60 3121 -0.08
18 2-methyl 6.08 552 6.38 47 4.89 5.50 2.48
18 2. 4-dimethyl 6.09 5.60 6.60 4.80 3.85 5.75 373
18 3-carbamaoyl 5.62 4.80 5.80 440 3.80 480 .93
18 3.4-dimetbyl 5.92 5.60 6.39 492 3.54 5.68 3.7
18 3.5-dimethy! 592 5.60 6.68 5.09 3.68 5.54 3.16
18 3-DEAC* 229 2.57
18 4-butenyl 5.36 475 445 475
18 Unsubshuted 5.66 4.82 6.52 459 4.00 5.37 3.68

" (Diethylamino)carbony).

4. Results and discussion

4.1. 2D-QSAR studies

For the molecular modeling study, an extensive search of
the literature was performed. Nearly 60 molcules were found
with different substitution pattemns in the pyridine head and /
or the linear carbon chain. All the molecules for the training
set are presented in Table 1. There are more molecules
reported in the literature; but their activity was determined
using the disc method, which precluded their use in Lhis study.
Most of the molecules in Table | were found in the crystal-
Jographic database Unicy 4.1. The crystal structure was mini-
mized directly with the semiempirical PM3 algorithm, Only
dimethyl, trimethyl, and amido derivatives were modeled by
small modifications of the corresponding analogue and then
minimized by PM3 methodology. After the minimization pro-
cess, sorne descriptors were retrieved from calculalions (dipo-
lar moment, heat of formation, the Lowest Unoccupied
Molecular Orbital, and the Highest Occupied Molecular
Orbital) and others were taken from the licerature (LogP).
Table 2 sumumarizes the descriptors retrieved from calcula-
tons. Using these data, a correlation matrix was calculated to
find the correlation, as well as the colinearity, between descrip-
tors (Table 4). Results indicate that only the LogP describes
the antimicrobial activity, as is seen in equaton ] for E coli,
and in equation 2 for S. aurens:

LOgMIC, ., .= 0634 (0.125) JogP+ 4.115 (0.245) (1)
(n =49, r=0.846, s = 0.533)

LogMIC, = 0.468 ( 0.087 ) logP+3.592 (0.171)  (2)
(5 =149,r=0.874,5=0.347)

In these equations, n is the number of data points used in
the regression analysis, r is the correladon coefficient and s is
the standard deviation. On the other hand, Mopac descriptors
are poorly correlated and did not jncrement the statistical sig-
uificance when added to the equation.

In search for a beiter model, a bilinear and parabolic model
was computed in the same datasei. Equations 3 and 4 show
the results for a good correlation between the LogP and MIC
with the bilinear model.

LogMIC, .= 1.131 (0.239) log P - 1,150 3)
(0.498 ) BILIN (log P) + 3.934 (0.220)

LogP optimum = 3.548, log
(beta) =-1.788 n =49, r=0.904, s = 0.443

LogMIC, _,,=0.825 (0.1 80) logP - 0.759 4
(0.349) BILIN (JogP) + 3.475 (0.156)
fog (beta) = -1.651

The slopes and intercepts in the equations show the fact
that Gram positive bacteria are generally more sensitive 10
the alkylpyridinium compounds than the Gram negative bac-
teria, as Lien and coworkers has dermonstrated [25).

In general, the models are significant, with an r = 0.85 for
the lowest correfation mode}. Although these equations could
be used in predicting the antimicrobial activity of new com-
pounds, computational calculation of the LogP for the alky-
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m" calculated for th Tovridini . Compound Descriptors
ptors calculal or the alkylpyridinium compounds in Mopac 18 3carbamoy] 191 S30] .08 332 %)
Compound Descriptors 18 3A-dimethyl 663 1085  -10.22 402 7.23
Tall Nr Head MD* DH*  HOMO" LUMO* Pl 18 3Sdimethyl 176 3098  -9.68  -33) 565
€ Substeucnt. 18 3.DEAC® 191 2149 998 332 672
16 me{hyl 1.89 -51.62 971 -3.31 6.66 18 4-butenyl 188 4077 9.1 .3.3) 6.66
:2 i:;";b:‘;“o‘;: ; ;i j; -g; 'Z-:; ii? 2-;2 {8 Unsubstitwed 173 -5021 -9.61 329 659
) ’ ) . e : *Mopac en Sybyl6.8.
16 34dimethyl 162 6119 949 326 6.60 v
16 3.5-methyl 162 2895 955 224 664 (Dicthylaminocarbonyl),
:2 i-fE"CI" i;f -36-9‘; 969 :32 6.67 Ipyridinium is not possible, because the positive charge in
©  neaes 191 2005 om  om 'eopyiine poupinoducess arision which s diffiul o
10 2-methyl 177 2849 961 127 6.58 predna. S_mce a syslcr_naUC_ study was implied in the begin-
10 2adimebyl 392 4885  9.57 A5 6.9 ning of this sudy, a migration to the 3D-QSAR was pursued
10 3-carbamoyl (.64 .27.94  -9.48 226 6.60 [16] since the descriptors are generated in the 3D structure of
10 34-dimetbyl 162 -2895 955 324 664 each ligand.
10 3.5-dimehyl 1.92 -9.36 -9.68 -3.06 6.47
10 3-niketamide 191 -10.64 997 o332 6.72 4.2. 3D-QSAR studies
10 4-butenyl 1.92 47.7° 953 317 6.4s
:‘2’ ;Jf;t};t‘fl :;; ii:' j3'§3' 3 23‘3 In this part of the study, all the molecules selected from
12 2% b Iy l' ) o N the literature were aligned using CPC as template. After align-
X cthy 52 -28.82 8.63 3.04 6.52 .
12 26dimehyl 532 147 -1037 398 721 ment, CoMFA routine was performed over the 60 molcules
12 3-amino 404 134)  -1024 4.0l 197 of the dataset. Then, predictability was measured by the cross
12 2-carboxyl 188 3564 976  -3.32 567 validated (Leave —one-out) PLS methodology, 2nd the lin¢ar-
12 2-cyano 1.89  -2093 .97 3.3) 6.66 ity by the PLS non vatidated. The results are presented in
12 2-cthyl 1.89 3995 972 -3.28 6.64 Table 5. The CoMFA analyses reported in Table 5 are statis-
12 2-methy 1.64 3878 948 336 660 tically significant, the validated correlation is high (q > 0.6)
12 2-propyl 164 3975 956 323 6463 and the linearity is good in all of the madels, except for those
12 dddimcthyl 152 2882 863 3 652 of E. coli and B. subtilis, which have the lowest linearity and
12 35dimehyl 132 2382 86 M 632 predictability possible due to the larger number of com-
12 3-anino 301 -111.09  -1032 -3.65 704 . L .
12 Jcabamoy) 508 2617 1022 -374 214 pounds used in the derivation (60 and §5, rcspetfuvely)‘ Hoyw
12 3-carboxyl 179 .30 9.64 335 866 e.ver.ithcse results m:e more relc..evam since t:hey include varia-
12 3-cyano 221 297 879 an 7,04 tion in both the pyridine substituents and m the alkyl chain.
12 3-methyl 175 -1529  -5.69 332 6.66 Figs. 1,2 show the steric and the electronic CoMFA contours
12 4-amino 547 6114 -9.3% -3.76 7.4 for Gram negative (E. colf) and Gram positive (S. aureus)
12 4-buteny! 529 -1147)  -1037  -399 722 bacteria, respectively. The steric dependency of the antimi-
12 4carbamoyl  6.63 1085 -1022 402 1723 crobial activity is notable in these figures. For the alky] chain,
12 d-carboxyl 176 3098 968 331 665 the activity is increased when the length of the chain is 14
:; tz:;"l :2; j(');g :g‘g;‘ ;;‘? 2-;: -16 carbons (green contours) and the acGvity is decreased
v ) ’ ' ) ’ when the length is more than 18 carbons (yellow contours),
12 Uasobstituted  1.73  -50.2} -6.61 -3.29 659 s
14 2-metby) 297 705 957 354 695 as reported (9-11,} 3] Unexpectedly, the steric e.l‘fcct of sub-
14 24-dimethyl 186 -5633 943 301 642 stituents on the pyridine head also has a lasge influence on
14 3cabamoy) 166 -5055 956 321 662 activity. According to the CoMFA analysis, bulky groups are
14 J4dimethyl 176 =262 969  -3.32 6.66 allowed at position 2 of the pyridine moiety (green contour),
14 35-dimethyl 193 23232 997 3. 6.72 but they should be avoided on the other positions (yellow con-
14 3-DEAC® 191 -821 5.72 -3.29 6.65 towrs) for the activity to be increased. In this models electro-
14 4-butenyl 176 -1765 -9.61  -328 658 static effects were not evident, with the exception of small
14 Unsubstituted  3.89  -37.95  -9.57  -35I 6.92 contribution on the S. aureus (5%).
3 2mahy 165 1709 947 325 659 CoMFA analysis could be used (o predict the activity of
8 24-dimethy} .61 -t8.]1 955 124 6.64 . . . . .
3 Jcabamoyl 175 643 -9.63 an 6.66 new T:andldau.a co.mpou.nds prior 1o their synthesis, and this
3 Jddimethy) 191 00 997 331 67 new information is used to validate Lhe.rnodel. Table 6 sum-
8 35-dimethyl 192 6241 972 329  66S marizes the results for all of the candidates. The synthetic
[ 3.DEAC® 1,98 7186  -9.6! -327 6.58 strategy was based on the models for Gram negative bacteria,
8 4-bulenyl 393 9217  -957 352 692 because of their relevance in food safety, for example E. coli
8 Unsubstituied  1.62  -7203  -948  -326 659 and Salmonella ryphimurium that are major concerns. Based
18 2-methyl 1.62 -723 -9.55 324 6.63 on the CoMFEA contours in the first part of the gtudy hy-
18 2.4-dimcthyl .76 -47.79 -9.69 2332 §.66

droxymethy], methoxy, acety] and methyl groups were con-

157



Table 3
Reactdon conditions for the synthesis of the analogues selocted
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Head
Tan
Tail Nr C  Head Pyridine Subst. Analysis (C, B, N) m.p. °C Yicld %  Press(PSD) Temp °C  Time
M)
16C 4-acetyl CHBrNO 8889 37 150 130" 26
10 16C 2.4,6~imethyl Co HuBrN 106-107 s 150 132 102
n nc 4-acetyl C 5H3,BrNO 82-83 56 50 100® 27
12 12¢ 2.4,6-trimethy CapHy BN 9294 20 NP 83" 336
4 16C A~(methyloxy)mezhyl CpBBINO 72-76 k¥ 150 130" 26
18 12C 4~(methyloxy)methyl CsHyBiNO 69-70 3s 150 130* 192
19 16C 3.A-dimcthylhydroxy-S-bydroxy-2-methyl Cy,H,  NOS® 1(8-120 37 200 100 ® 27
" Acetroniuile.
® Eihanol.
“ crystallizes as tosylate.
Table 4
Cofrelation matriz between the MIC over different bacteria and molecular descriptor for the alkylpyridiniam compounds
Ecoli B. B. S. Ps. K LogP MDD DH, HOMO Poulon LUMO
subtilis megalerivm  sereus acruginosa  pneumoniae
E .coli 1.0000
B. subiilis 0.9428 1.0000
8. megaterium 09114 05015 1.0000
S. aereus 0.9068 09082 09224 1.0000
Ps. aeruginosa 0.8545 0.8377 0.7898 0.8209 1.0000
K. pneumoniae 09251 0.9205 0.9337 09359 0.8312 1.0000
log P 0.8306 0.82%4 0.8384 0.9269 0.759% 0.8638 1.0000
MD -0.3675 -0.314)  -0.2308 -0.22)7 0.0070 -0.2919 03009 1.0000
DN, -0.1099 -0.1701 -0.6272 0.6429 -0.6177 -0.5759 02780 0.1542 1.0000
HOMO 0.2668 0.J715  0.1340 0.0410 -0.0163 -0.0016 -0.0096 -0.4383  0.0820 1.0000
PoL lon -0.4028 -03325 -0.3145 -0.1256 0.0042 -0.2749 -0.3016 0.8944 -0.1634 -0.6378 1.0000
LUMO 03665 02728 0.2648 0.0936 0.0299 0.2433 02716 -0.8993 0.1772 0.6628 -0.9676 (.0000
Table §
PLS analysis of the antimicrobisl activity of N-alkylpyridinium compounds
Bacteria 'S Neomp 2 S_ERR F n
P weruginosa 0811 5 093 0154 7977 36
E coll 0602 2 0.707  0.39%4 6154 61
K. pneunonioea 0933 9 098} 0.145 14578 42
8. subnlis 0635 2° 0.756 0.502 7433 S5
B. megaterium 0835 4 0.927 0.268 97.70 36
S avrais 0973 6 0.994 0.089 739.68 43

sidered, since the steric pan of the pyridine moiety predicts
that small groups are needed in order to increase activity.
Hydrogen donors and hydrogen acceptors were used in an
attemplt (o increase water solubility, According to predicted
acuivity and feasibility of synthesis, compounds 3, 10, 14 and
their C12 chain analogs 11, 18, and 12 were chosen for syn-
thesis. The latter was considered because Lhe control of MIC
variability in the training set as well as the compounds showed
a good profile: highest potency (reporied log MIC = 6.0) and
water solubility (Jog P =5.51).

1o addition, we decided to synthesize analogues of vita-
rmin B6. These analogues also have the pyridine moiely in

Fig. 1. COMFA contours of the activity in E coll in the alkylpyndinium
serics. Bioactive measurement increases when there is more bulk pear green,
less bulk near yellow, moro clectrosiatic near red, and Jess clectrostatic near
blue.

addition to hydrophilic groups (1wo hydroxy! groups). Three
different molecules were proposed and modeled to predict
the activity. These arc presented in Table 7. Although these
campounds showed comparable antimicrobial predicted val-
ues, only compound 19 was selected and synthesized.
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Fig. 2. CoMFA contours of the activity in S. aureus in the alkylpyridinium
serics. Bioactive measurement increases when there is more bulk near green,
less bulk near yellow, more clectrostatic near red, and less electrostatic near
red.

Table 6
CoMFA analysis prediction of the candidates designed. Compounds were
modeled as daw set for CoMFA

Conrpound Predicied LOGMIC (M)
Comp Thil Head £ S.
Nr. No.C Pyridinc Subst. coll aureus
1 16C 2-aceryl 435 6.13
16C 3-acetyl 4.61 6.15
3 16C 4-aceryl 463 6.25
4 16C 2-methoxy 413 6.8)
5 16C J-methoxy 4.80 6.33
[ 16C 4-mcthoxy 4.67 6.18
7 14C 2-methoxy S5 630
8 16C 2-hydroxymethy] 5271 6.57
9 16C 4-hydroxymethyl 4.85 6.36
10 16C 2.4,6-rimethyl 5.64 6,56
1 12C 4-aceryl 595 5.56
12 12€ 24,6 mmethyl 6.02 595
14 16C 4-(mcthoxymethyl) 5.08 615
15 16C 4[(methoxymethoxy)methyl| 5.00
18 16C 4-(2-(methoxyethoxy)methyl] 518
17 16C 4-{{2-(2 437
(ethyloxyethoxyjethyoxylmethyl)
18 12C 4-(methoxymethyl) 459 5.86
Table ?
Viamin B6 analogues designed fos CoMFA cvaluation
AT
LA
| P
N CR,
(CH)e
Compound Predicted LOGMIC (M)
Comp Nr TaINrC R E. coli S. aureos
19 16 -CH2-OH 519 6.31
20 16 CHO 5.4 6.14
21 16 -CH2-NH2 5.32 632
4.3, Chemisiry

All the larget compounds were synthesized, some of them
in a low yield, due mainly to the elimination side reaction.
Although these reactions have inherently low yields, modifi-

cations in temperature and alkylating reagent (from chloride
to tosylate), allowed the synthesis of selected compounds in
yields above 20%. In other cases, bowever, the accessibility
of starting materials allowed the synthesis of adequate guan-
tities of compounds despite low yields.

Compounds 3, 14, 14, and 16 were oblained as tosylates,
that were exchanged by the bromide afier the fiash chroma-
tography putification. However, compound 19 did oot ex-
change the tosylate group by this process.

4.4. Biology

After the synthesis, the log P of the compounds was deter-
mined using Hansch methodology. Table 8 shows the dala
obtained, Nearly all compounds tested presented lower log P
than CPC. Only compound 3 had a higher Jog P.

MICs against £, coli, S. aureus and S. ryphimuriwm are
presented in Table 9. These were determined using CPC and
ampicillio as a positive control. Due to the nature of the MIC,
data in Table 9 shows a better correspondence with S, aureus
predicted values, since MICs are lower than for E. coli. In
these results the MIC presented is a range value where the
actual aclivity is between the lower concentralion which
shows no growth aod the next concentration where bacteria
grow, according to the dilution scheme. So the variations in
the residual values are higher in lower activity data. This was
noted when a double dilution scheme was determined for E.
coli. In order to establish the differences between com-
pounds, a narrower dilution scherne was vsed. So, MICs in a
range of 5-10 100 pg/m] against E. coli were tested and the
obtained values presented in Table 9.

In this second dilution scheme, compound 10 showed
slightly more activity than CPC. Note that 18 was ag active as
CPC, but is 7 times more hydrophilic, and probably could be
easier to wash from the applied food. These results show that
all the compounds were active, which validales the CoOMFA
mode) that was generated.

On the other hand. compound 12 was an outlier in the
CoMFA model, it wes retained because it was the alkylpyri-
dinium analogue with Lhe highest activity and a Jower logP
reported in the literature. This compound was used as an indi-
cator of the variability on the raining set. Struclural data, as
well as physical constants, confirmed the identity of 12. Pre-

Table 8
Water Oclano) partition coefficicut (log P) determined for the alkylpyridi-
niuvm compoumds selected

Compound LogP

3 2712

10 1.569

11 1.006

12 0.527

14 nd

18 1.115

9 0.870
CrC 178 ().77)

nd: no determined, (reported (23]).
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Table 9
MIC data of the compounds synthesized over different microorganisms. The MIC values predicted by the CoMFA model are also presented
MIC ug/mi(LogMIC)
£ coli S. typhimurium  §. oreus
Comp exp pred resld exp exp pred resid
3 15(4.45) (5.017) (-0.62) &4 . 0.40(6.02) 6.25) (-0.23)
10 5(4.93) (5.249) (-0.319 25 0.1¢6.62) (656) (0.06)
11 15(4.39) 45) -0.11) 40 6.50(4.75) (356) (-0.81)
12 64(3.66) (4.57) (-091) 2.0(5.)6) (5.95) (-0.79)
14 5(4.93) 3607 (-0.14) 64 0.20(632) (6.35) (-0.03)
18 10(4.57) (4.58) 001) 45 1.65(5.35) (5.89) (-0.54)
19 >50(3.87) (5.18) 131 >50 6.50(4.86) 631 (-1.45)
CPC 5(4.85) (4.902) (-0.05) 35 0.20(6.25) (6.638) (-0.39)
Amp 2 0.4 0.812

liminary MIC determination showed a lower activity, actu-
ally better predicted by the CoMPA model, which was later
confirmed by a second laboratory. The use of a different strain
might, perhaps, explain the daia obtained, since ampicillin
and CPC are in the range reported (3,5,24].

Based in the log P and the activily determined, we will
select candidates for the next phase of the seudy were theic
residual analysis will determined in different food as chicken.
meat and fruits.

5. Conclusions

The alkylpyridinium compounds show a relationship with
the log P parameter, but computationally it is difficult 10 pre-
dict log P for alkylpyridinium compounds. It is in these cases
where 3D-QSAR is helpful in the design of new potential
candidates. Models created with CoMPFA were statistically
significant and showed that the 2ctivity is highly correlated
wilh the steric part jn the chain, and surprisingly also in the
pyridine moiety. Based in these contoiurs, 7 derivatives were
designed and syothesized and their structure was elucidated
by NMR, MS and IR spectroscopy. All of the compounds
presented a good aclivity, especially compound 10. The activ-
ity determination validated the CoMFA model generated.

6. Experimental

6.1. Chemistry

Compounds were synthesized according to the general pro-
cedure described before. Specific quantities, conditions and
results are given next to each compound.

6.1.1. 1-Hexadecyl-4-acetylpyridinium bromide (3)

2.40 mL (2.24 g, 0.0220 mot) of 4-acetylpyridine, 8.4 g
(0.0220 mol) cety! tosylate. and 200 mL acetonitrile. 23 h at
130 °C. Crude compound was recrystallized from acetone
ether mixture, crystallized as a pale yellow solid (1.5 g, 37%
yield), mp 88-89.3 °C. IR: 3854.86 (N), 3101, 2915, 2848,
1455 (CH sat), 1702 (C=0), 3023, 1634 (ArCH), 3443 (OH,
monohydrate). "H-NMR: 9.67 (dd, 2H, J= 6 Hz) 8.52 (dd,
2H. J=6 Hz), 5.058 (1, 2H, *N-CH,) 2.80 (s, 3B, CH;-C=0)

2.05 (m, 2H, *“N-CH,-CH,), 1.233 (m, 26H, H chain) 0.861
(1, 3H, CHj; chain)..Elemental analysis: Calculated: %C:
71.26, %B: 10.25, %N: 3.96; found: %C: 71.28, %H, 10.24,
%N; 3.86).

6.1.2. 1-Dodecyl-2,4,6-trimethylpyridinium bromide (12}

4.20 mL (3.60 g, 0.01309 mmol) of dodecy] bromide,
3.5 mb (3.205 g, 0.02618 mmol) collidine, 1% of Potassium
iodide as catalyst. Mix was heated at 90 °C for 24, then 50 ml
of acetonitrile was added and refluxed for 14 days. Com-
pound 12 was recrysiallized from ethyl acetate, giving white
Jeaves, mp 92-94 °C. IR; 3668.16 (N¥), 3201, 2918, 2850
(CH sat), 3030 (ArCH), 3352 (H,0). '"H-NMR: 7.6 (s, 2H,
Harom), 4.6 (m, 2H, *N-CH,), 2.95 (s, 6H, CH, arom, ;)
2.55 (s, 3H, CH; arom,,,,). 1.98 (s, IH, "N-CH,-CH,), 1.78
(m, 2H. *N-CH,-CH,-CH,). ] .45 (m, 2H, *N-CH,-CH,-CH,-
CH,) 1.13 (m, 14H, CH, sat chain), 0.92 (s. 3H, CH,). 1*C-
NMR: 157 (C2,6 pyridine), 154 (C4 pyridine), 125.03
(C3,5 pyrdine), 5§3.55 (*N-C), 31.72 (C2 chain), 29.40
(C10 chain) 29.28 (C5.6 chain), 29.21 (C7 chain), 29.13
(C8 chain) 28.95 (C9 chain), 28.73 (C4 chain), 26.67
(2 CHsypm, Pyridine ring), 22.49 (C3 chain), 21.64
(Cl1¢hain), 21.49 (CH,,,, Pyridine ring), 13.91 (C12 chain).
Elemental gnalysis. Calculated: %C: 64.83, %H: 9.80, %N:
3.78; found %C: 64.63, %H: 10.13. %N: 4.00)

6.1.3. 1-Dodecyl-4-acetylpyridinium bromide (11)

3.3 mL (3.083 g, 0.0270 mol) of 4-acetylpyridine, 6.7 mL
(7.22 g, 0.0270 mol) dodecyl bromide, 50 mL. of acetonitrile,
heated at 100 °C for 27 h. 11 was recrystallized from
ethanol/ether, 10 give pale yellow solid (mp 82-83 °C). IR:
3668.16 (N™), 3201, 2912, 2841, 1460 (CH sat), 1705 (C=0)
3048, 1634 (ArCH) 3456 (OH monobydraté). 'H-NMR: 9.7
(dd, 2H arom., H,,,, pyridine,. J=6 hz), 8.60 (dd, 2H arom.,
H,.... =6 Hz)) 5.0 (1, 2H, *N-CH,) 2.8 (s, 3H, CH, acelyl)
2.01(m, 2H, *N-CH,-CH,), 1.13 (m, 10H, CH, chain). 0.92
(s, 3H. CH,). "*C-NMR: 198.20(carbonyl) t48.20 (C2.4 pyri-
dine), 146.87 (C4 pyridine) 126.52 (C5,3 pyridine), 6].425
C'N-C), 31.78 (C2 chain), 31.68 (CI0 chain), 29.39,
(C5.6 chain), 29.31 (C7 chain), 29.17 (C8 chain), 25.12
(C9 chain) 28.89 (C4 chain), 27.43 (C3 chain), 25.94 (CH,
acetyl group), 22.45 (C11 chain) 13.88 (C12 chain). Elemen-
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tal analysis: calculated %C: 61.62, %H: 8.71, N: 3.78; found;
%C: 61.68, %H: 8.70, %N: 3.99).

6.1.4. 1-hexadecyl-2,4,6-trimesthylpyridinium Bromide
(10)

12.6 g (0.0317 mol) cetyl tosylate, 4.8 mL (4.33 g,
0.0360 mol) 2,4,6-collidine, 150 mL acetonitrile, heated at
100 °C for 9 days. Compound 10 was recrystallized from
acetone/cther, giving white needles with a melting point of
106.3-106.9 °C. "H-NMR: 7.6 (s, 2H, Harom), 4.6 (1, 2H,
+N-CH2), 2.95 (s, 6H, CH3 arom,,,) 2.55 (s, 3H, CH3 grom-
para)s 1.76 (sext, 1H, +N-CH2-CH2), 1.53 (sext, 2H, +N-CH2-
CH2-CH2), 1.4-1.2 (m, 22H, CH2 chain), 0.88 (s, 3H, CH3).
BC-NMR: 157 (C2.6 pyridine), 154 (C4 pyridine), 129.03
(C3.5 pyridine), 53.45 (+N-C), 31.8 (C2 chain), 29.55
(C10 chain) 29.361 (C5.6 chain), 29.21 (C7 chain), 29.13
(C8 chain) 28.95 (C9 chain), 28.73 (C4 chain), 2].68
(2 CH3,u4 pyridine ring), 22.49 (C3 chain), 22.57
(C11 chain), 21.59 (CH3,,,,, pyridine ring). 14.01 (C16 chain).
Elemental apalysis: calculated %C: 67.58, %H: (0.40, %N:
3.28; found %C: 67.92, %H: 10.89. %N: 3.25

6.1.5. 1-Dodecyl-4-methoxymethylenepyridiniuin bromide
(18)

S mL (4.67 g. 0.01947 mol) dodecyl bromide, 2 g
(0.01623 mot) of 4-methoxymethylenepyridine (22) and
150 mL of acetonitrile, heated at 120 °C for 3 days. Target
compound was obtained as white needles with a melting point
of 69-70 °C. "H- NMR: 9.46 (d, 2H, H arom, 2,6-pyridine),
8.05 (d, 2H, H arom, 3,5-pyridine), 4.97 (¢, 2H, *N-CH,),
4.75 (s. 2H, CH,-0), 3.53 (s, 3H, CH;-0O). 2.02 (sext, 2H,
*N-CH,-CH,), , 1.4-1.2 (m, 18H, CH, chain), 0.875 (s, 3H,
CH,). MS-FAB+: 292 (m/e, M*) corresponding o pyri-
dinium cation. Blemenlal analysis: calculated: %C: 61.28,
%H: 9.20, %N: 3.76; found %C: 61.15, %H: 9.51, %N: 4,12)

3.1.6. 1-Hexadecyl-4-methoxymethylenepyridiniuwm
bromide (14)

5.9 ml (4.67 g, 0.01850 rool) cetyl tosylate, 2 g
(0.01623 mol) of 4-methoxymethylpyridine (22) and 150 ml
acctonitrile, heated at 130 °C for 2 days. Compound 14 was
obtained after etution, white needles, mp 72-76 °C. 'H-NMR
9.38 (d, 2H. Harom, 2,6-pyridine), 8.06 (d. 2H, Harom, 3,5-
pyridine), 4.97 (1, 2H, *N-CH2), 4.75 (s, 2H, CH,-0), 3.53
(s. 3H, CH4-0), 2.02 (sext, 2H, *N-CH,-CH,), 1.4-1.2 (m,
26H, CH, sat chain), 0.875 (s, 3H, CH,).

6.1.7. 1-Hexadecyl-4-hydroxy-3,4-bis(hydroxymethyl)-2-
methylpyridinium tosylate (19)

4 g (0.01945 mmol) of pyridoxine hydrochloride was dis-
solved in 250 mi of ethanol with stirring under nitrogen, 1.09 g
(0.01945 mot) of KOH (previously dissolved in 25 ml of etha-
nol) was added. Afier 1 h, the mixture was concentrated over
vacuum, and the solid was ransferred o the Parr reactor where
7.7 g (0.01945 mol) of cetyl tosylate plus 100 ml of acetoni-
trile were added and the mixture heated at 120 °C for 6 h.
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The white solid obtained was recrystallized from
acetone/ether. Compound 19 was obtained as pale yellow
needles with a naelting point of 118-120 °C, 'H-NMR: 8.06
(s, 1H, Harom, Hpyridine), 7.45(d, 2H, Harorn, o720 sulpho-
nate. TSO-), 7.05(d, 2H, Harom, orto methyl of tosylate-),
5.740 (s, 1H, HO-pyridoxine), 4.798 (s, 2H, Ar-CH,-O pyri-
doxine), 4.67 (s, 2H, Ar-CH,-O pyridoxine), 4.52 (1, 2H,
*N-CH,), 2.617 (s, 3H, CH,-arom, tosylate), 2.271 (s, 3B,
CH,-arom, pyridoxine), 1.760 (sext, 2H, *N-CH,-CH,), ,
£.284-1.20(m, 26H. CH2 sat chain), 0.838 (s. 3H, CH;). MS
(FAB*) presented M* comresponding to the expected pyri-
dinium catiop (M/z = 394). Elemental analysis: calculated:
%C: 65.81, %H:9.09, %N: 2.48, %S 5.67; found %C: 65.68,
%H: 9.14, %N: 2.52.

6.2. Computarional Studies

Molecular modeling srudies were performed oo a Silicon
Graphics Octane 2 workstation, using SYBYL 6.8 molcular
modeling software from Tripos Inc., St. Louis, MO (Tripos,
2002).

6.2.1. Molecular 3D Structure Building

For the QS AR study, the strucrure of the compounds were
obtained from the Cambridge Crystallographic Database as
implemented in Unity 4.1 or by small modifications of the
structure available in the database using Sybyl 6.8. All of the
apalogues were minimized by the PM3 semiempirical Hamil-
tonian in Mopac 6.0 package in Syby} (keywords used: Pre-
cise, Full, Mullik and in some cases MMOK).

6.2.2. Alignmenr Rule

For the 3D-QSAR studies, the structures were aligned
using the Match command in Sybyl. CPC was the template
and the atoms selected for the rms fitting are marked with an
asterisk (*) in Fig. 3. MOPAC charges were retrieved from
the PM3 file for each molecule.

6.2.3. COMFA analyses

3D-QSAR analyses were performed using the Compara-
tive Molecular Field Analysis (CoMFA) program, as imple-
mented in Sybyl. CoMFA fields were calculated using a posi-
tive charge and 2 carbon sp3 as electrostatic and steric probes,
respectively. Steric and electrostatic interactions were calcu-
lated using Tripos Force field with a distance-dependent
dielectric constant at all jntecsections in a regular spaced (2
A) grid. The minimum o (column filtering) was set to
2 Kceal/mol, with a cutoff of 30 Keal/mol.

. i

Fig. 3, CPC molecule where asterisk mark shows the atoms selecled for the
Alom Based Alignment.
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6.2.4. PLS Analysis

The CoMFA models were developed using partial least-
squares (PLS) by following the standard implementation in
Sybyl. The different descriplor blocks have been scaled 10
each other using CoMFA standard scaling option. To check
the statistical significance of the models, cross-validations
were done by means of the leave one out (LOO) procedure.
The results from the cross-validation analysis were expressed
as the cross-validated q? (i), It is defined as I, = 1 —
PRESS/E(Y-Y esn)” Where PRESS = £(Y-Y pea)’. The opti-
mum number of components was determined by selecting the
smallest s press value. S_ ., value is the rool mean prediclive
error of the sum of the squares. It is the expected uncertainty
in the prediction for the individual compounds in the set.
Speeas = (PRESS/ (n-c-1)"2 where n is the number of rows
and ¢ s the nuraber of components. Usually the standard
smallest Sy, value corresponds to the highest ., .The opti-
mazl number of components was subsequently used to derive
the final QSAR models. For conventional analysis (not cross
validated) the minimum ¢ standard deviation threshold (col-
uma filtering) was set to 2 Keal/mol to improve the signal-
poise ratio. The P, Spressr r, and SE values were computed
as defined in SYBYL. SE is the standard error of the esti-
mate. It is the measure of the target property uncertainty still
unexplained after the QSAR has been derived.

6.3. Biology

6.3.1. Parrition coefficient (log P) determination

Log P was measured using the guidelines of Hansch and
* Leo [23]. Stock solutions (0.1, 0.5, and | mg/ml) of each
compound were prepared. Then 1 mL of each solution was
dissolved in 20 mL of deionized waler (presaturated over-
night with octanol) in a centrifuge tube. Then | ml of octanol
(presaturated overnight with waler) was added. The centri-
fuge was shaken for 1 hour at 150 rpm at 30 °C. The Jayers
were separaled al 1500 rpm, and the amount of compound in
the aqueous layer measured. A graph of concentration of the
compound io octanol vs concentration in water was pre-
pared, and the log of the slope is log P value.

6.3.2. Antimicrobiological activity

The macrodilution susceptibility test in Muller-Hinton
Broth (GIFCO) was used for the determination of antibacte-
rial activily [24]. The utilized test organisms were: Salimo-
nella ryphimurium ATCC 14028, E. coli ATCC25922 .
aereus ATCC29123. Ampicillin and CPC were used as stan-
dard amtibacterials. Solutions of the test compounds, ampi-
citlip and CPC prepared in phospate bufier (pH= 7.0) and
dejonized water at concentration of §12 mg mL™. The two
foid dilutions of the compounds were prepared (256, 128, ...,
6.25 mg mL™). The microorganism suspensions at 10° CFU
mL™" (Colony Forming Unit mL™") conceniration were inocu-
lated into the corresponding test tube. Plates were incubated
at 38 °C for 24 h. The incubation chamber was kept suffi-
ciently humid. At the end Lhe incubation peried, the MICs

were delermined controls for the DMSO, solvents, microor-
ganisms and media microorganisms were also done (Table 9).
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Abstract

Cetylpyridinium chloride (CPC) has been found 10 be effective in reducing microbial contamipation in apples. A sensitive and specific HPLC
method was developed 16 detcrmine CPC residues in apples treated with CPC. This method involves ion exchange solid-phase extraction, and
the use of stearylpyridinium chloride (SPC) as internal standard. Linait of quantitation, was 0.5 ug/m) of CPC (or the apple etbanolic extracts.
The observed residues in apple (2.35-4.35 pg/g of apple) were lower lhan those previously reported for chicken and beef. The method is

specific, sensitive, reproducible and aceurate.
© 2004 Elsevier B.V. All righis reserved,

Keywords: Cetylpyridintum chloride; Apples; Residue levels

{. Introduction

The incidence of food poisoning in humans by Escherichia
coli O157:H7 is increasingly of concern. This microorgan-
ism was first recognized as a cause of food-borne illness in a
1982 outbreak, which was traced to contaminated hamburg-
ers [1]. Since then, many other outbreaks of £. coli O157:H7
infections have been associated with contaminated hamburg-
ers [2], dry-cured salami [3), mayonnaise (4], drinking wa-
ter (5], and unpasteurized commercial apple juice (6]. Apple
juice contamination has been traced to apples that had contact
with soil and possibly animal feces [7-10).

Previously we have established that cetylpyridinium chlo-
ride (CPC, Fig. 1) is effective in reducing bacteria in poultry
[11-13] aod beef [14] and apples [15]. The U.S. Food and
Drug Administration has recently approved the use of CPC
to reduce bacterial contamination on poultry. It is in this con-

* Corresponding author. Tel.: +1 501 686 6493; fax: +1 501 686 6057.
E-mal address: compadrecesarm@uams.cdu (C.M. Compadre).

0021-9673738 — see front matter © 2004 Blsevier B.V, Al righis reserved.
doi:10.10)6/).chromz.2004.11.039

text that we have explored the potential of CPC as a chemical
rinse to reduce bacteria from contarninated apples. In order to
establish the practicality of the use of chemical rinses for mi-
crobial decontamination of a particular food, it is necessary
to assess the chemical residues produced by the treamnent.

Recently we reported an HPLC method for measvring the
CPC residues that is applicable to beef and chicken carcasses
(14,16], where a description of methods for CPC analysis
in different matrix was reviewed. Since then, another assay
methodology has been described [17) but its suitability and
validation on biosurfaces remains to be determined. Addi-
tionally, CPC residue analysis of treated vegetables has been
performed, but validation of the method was not reported
(18].

From the evaluation of CPC residues in beef and chicken
tissues {14,16) it is evident that CPC residues levels are
strongly influenced by the nature of the treated food surface or
tissue. In particular, it has been demonstrated that CPC binds
to proteins [19]) and fats [ 14]. Fruits are very rich in carbohy-
drates and very low in proteins and fat [20,21). Thus, in apples
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Fig. ). Chemical structwres of (a) cetylpyridinium chloride and (b) stearyl-
pyridinium chloride.

we were anticipating lower residue levels than those observed
in beef or chicken. Therefore, it became necessary to develop
a more sensitive analytical method than previously available.

During the application of our method to measure CPC
residues on apples, significant interference from the matrix
was found for both CPC and the internal standard peaks.
Thus in the present study we have developed a method which
includes a solid-phase extraction step using a carboxylic acid,
cationic exchange cartridge. Under the conditions presented,
this method selectively separates CPC from apple extract. In
addition, the method detects this compound with increased
sensitivity.

2, Experimentﬁl
2.1. Chemicals and materials

CPC (Fig. la) was purchased from Zeeland Chemicals,
Inc. (Zeeland, MJ). Stearylpyridinium chlonde (SPC; Fig. 1b)
was synthesized according to the literature [22], and its pu-
rity and identity was confirmed by melting point, NMR and
elemental analysis data (theoretical: 71.56%C, 11.49%H,
3.63%N, found 71.83%C, 11.51%H, 3.65%N). Tetramethy-
lammonium hydroxide pentahydrate (TMAHP) was obtained
from Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, W1). HPLC grade
methanol and water were purchased from Fisher Scientific
(Pittsburgh, PA, USA). Deionized water was obtained from
a Milli-QS50 unit (Millipore Corp., Bedford, MA). Alcohol
USP (95% ethanol and 5% water) was obtained from Aaper
Alcohol Co. (Shelbyville, KY).

Concentrated HCl and trisodium phosphate were analyti-
cal reagent grade. Presample preparation was carried out in a
500 mg carboxylic acid (CBA), cationic exchange Bond Elut
cariridge from Varian (Harbor City, CA) which was uzed in
conjunction with a Visiprep 24-port model vacuum mani-
fold (Supelco, Bellefonte, PA). CBA cartridges were precon-
ditioned before use by successive treatment with 2.5 ml of
methanol, 0.2 mol/1 trisodium phosphate, and deionized wa-
ter.

Granny Smith apples, weighing between 110 and 150 g,
were purchased from a grocery store. Arkansas Black apples,
weighing between 140 and 200 g were purchased from a lo-
cal farmer, The latter apples were not waxed or processed.
Shaking for the apple extractions was performed using an
Orbit Environ-Shaker (Lab-Line [nstruments Inc., Melrose
Park, [L).

2.2, HPLC conditions

HPLC analyses were performed using a Waters Corp.
(Miiford, MA) system consisting of Waters 600E Mul-
tisolvent Delivery System, Waters 490E Programmable
Multiwavelength Detector, Waters 746 Data Module, and
Waters 600E Systemn Controtler. The coiumn (Altima
cyano, 250mm x 4.6 mm, S um) and the guard cartridge
(Alitima cyano, 7.5mm x 4.6 mm, 5um) were obtained
from Alltech Associates (Deerfield, IL). Mobile phase was
buffer:methanol (29:71) mixture. The buffer was a TMAHP
{0.008 M) in aqueous acetic acid (0.14 M), pH 3.6. Ultraviolet
absorbarce detection was at 260 nm. Each run was completed
within 16 min. The flow rate was 1 mi/min and the injection
volume was 20 pl.

2.3. Ethano! extraction

Arkansas Black and Granny Smith apples were weighed
and individually placed in polyethylene bags (12 in. x 20 in.),
extracted with 95% ethanol (2 ml ethanel/g of appie) at 60 °C
for | b, 150 rpm. After the bags were cooled to room ternper-
ature, the ethanol extract was collected and stored at —20°C
for analysis.

2.4. Assay

For the analysis, aliquots (10 ml) of apple ethanol extract
were spiked with 90 pg (30 pl) of ethanolic SPC as intemal
standard. The spiked solutions were applied to a 500 mg CBA.
After application of the test solutions, the carwridges were
washed with 2.5 mt of methanol, and eluted with 2.0 ml of
roethanol containing 2% HCI, and collected in a glass vial.
Twenty microlitres of the samples were injected in to HPLC
for CPC quantitation.

2.5. Calibration

Calibration of the method was performed using blaok ex-
tract of Granny Smith waxed apples obtained by extraction
with 95% ethanol (2 ml ethanol/g of apple, 60 °C, } h, shaking
at 150 rpm). Aliquots (10 ral) of the blank extract were spiked
with 50 w1 of ethanolic CPC standard to give coricentrations
0.5,1,2,4,8,16,2and 32 ug/ml. Ethanolic SPC (30 L, 90 pug)
was added to each sample. The samples were analyzed as
described in Section 2.4 above. A calibration curve was ob-
tained by performing weighted linear regression of CPC/SPC
peak-area ratio versus CPC concentration.

2.6, Recovery of ethanol extraction

Aqueous solutions (100 p!) containing CPC (0.212 and
7.48 mg) were applied 10 the surface of waxed Granny
Smith apples vsing a micro-syringe. After the applied so-
lutions dried out, the apples (n=5) were extracted with 95%
of ethanoi (2 miethanol/g of apple, 60°C, | h, shaking at
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150 rpro). The amount of CPC was measured as described in
Section 2.4 above, The extraction recovery was calculated as
the ratio of measured CPC to added CPC.

2.7. Ion exchange solid-phase recovery

Ten-millilitre sliquots of the blank extract were spiked
with 50 pl of ethanolic CPC standards to give concentrations
0.6 and 30 pg/ml. Samples were treated and analyzed for CPC
in the same way as described in Section 2.4 except that the
internal standard was added after ion exchange SPE. Twenty
microlitres of the solution were injected on the HPLC system.
The recovery was calculated as the ratio of measured CPC to
added CPC.

2.8. Assay application

Arkansas Black (n=35) and Granny Smith (#=5) apples
were weighed and individually placed in a polyethylene bag
(121in, x 20 in.), and treated for 3 min with 0.4 ml of CPC so-
lution per gram of apple. The solutions tested contain 0, 2 or
4 mg/ml of CPC in deionized water. After treatment, apples
were rinsed with tap water (0.8 ml/g of apple, pH 7.3, 25 °C),
placed individually in polyethylene bags (7in. x 11.5in.),
and extracted with 95% ethanol. After the bags were cooled
1o room temperature, the ethanol extract was cotlected and
stored at —20 °C for analysis. The residual CPC fevels in the
apples were analyzed as described above (Section 2.4).

3. Results and discassion
3.1. Optimization of experimental conditions

The HPLC method developed uses an intemal standard to
reduce analytical errors due to variations in such factors as
detector sensitivity and injection volume. We have previously
used dodecylpytidinium chloride (DPC) as intemal standard
for measuring CPC on beef and chicken carcasses [14,16].

287

However, there is significant interference to both CPC and
DPC from apple extractives. In a effort to increase the speci-
ficity of the method we have introduced a solid-phase extrac-
tion step using a carboxylic acid, cationic exchange cartridge,
which under proper conditious can selectively separate CPC
from apple extract.

Unfortunately, even with the uge of the ion exchange car-
tridge there was interference with the DPC peak. The fact that
the interfecing peaks appeared to be less lipophilic than CPC
suggested the used of a more lipophilic compound as inter-
nal standard. SPC, which has two more methylene carbons
than CPC, was found to be an appropriate interna) standard.
Under the conditions vsed, tbe retention times were about
7.9 and 9.5 min for CPC and SPC, respectively. There i35 no
significant interference from apple extract at either of these
two times (Fig, 2). In addition, it was possible to reduce flow
rate from 2 to | ml/min, causing a reduction in back pressure.

3.2. Assay validation: linearity and precision

A seven-point calibration curve was obtained over the
CPC concentration range 0.5-32 ug/ml of ethanolic ex-
tract, equivalent to 1.0-64 pg/g of apple. Linearity was
satisfactory as shown by the high cormrelation coefficient
(r=0.9999987 £ 0.0169; R.S.D.=1.69%). Weighted linear
regression produced the equation y=0.12565x —0.0059,
where x is the CPC concentration and y is the peak-area ra-
tio (CPC/SPC). The standard deviation for the slope and the
intercept were 0.0010 and 0.001 1, respectively. This corre-
sponded to R.S.D. of 0.796 and 18.6%, respectively.

The error and the coefficient of variation (CV) were within
§1% for both intra- and inter-assay, which was less than the
maximum acceptable limit, 15% (Tables | and 2). (23]

3.3. Linit of quantilation

Solid-phase extraction allows baseline separation from
any interfering peaks. Moreover, the high efficiency of this
technique maximizes sensitivity [24].

(a) (b) (c) (d)
2
1 77]
o g
o
85 & 5
(8]
I | :
_ __J _J
I I I T 1 I I I I I ) { I 1 | ) ( T 1

Time (min}

Fig. 2. High performance liquid chromatograms of (a) blank extract, (b) blank extract spiked with SPC at 99 pg/ml, (c) blank exwact spiked with SPC and CPC
a1 90 and 0.5 pg/ml, respectively, and (d) exiract of a CPC-treated apple spiked with SPC at 90 pg/m) (measured CPC concentration: 1.80 ug/ml in the extract

or 3.58 wg/g in the apple).
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Table |

Intra-day assay precision and accuracy for the determination of eetylpyridinium chloride in spiked apple extract (n=35)

Spiked concentrasion (ug/ml)

Measired concenmration (mean 3 S.D.) (pg/ml)

Coeficieat of varialion (%) Relatve error (%)

0.61 0.62 £ 0.05 8.51 234
15.0 14.7 £ 0.50 3.38 2.20
30.0 28.5 £ 0.96 339 531
Table 2

Inter-day assay precision and accuracy for the determination of ectylpyridinium chloride in spiked appte exwracz (n=5)

Spiked concenrration (pLg/ml)

Measured conoentration (mean = S.D.) (ug/ml)

Coefficient of vaniation (%) Relative error (%)

0.6) 0.66 = 0.07 1. 8.19
15.0 15.0 £ 0.69 4.38 5.24
30.0 20.6 £2.26 7.65 1.28

[n the present method, use of an ion exchange cartridge
resulted in an increase in sensitivity. The limijt of quantita-
tion, defined as the lowest concentration that can be deter-
mined with acceptable precision (CV <20%) and accuracy
(ervor <20%) |25}, was 0.5 pg/ml for the apple ethanolic ex-
racts, representing 1.0 wg/g of apple.

[ncidentally, the limit of detection was 0.026 pg/ml.

3.4. Recovery of ethanol extraction and ion exchange
SPE

The ethanol extraction method was very efficientin recov-
ering CPC from the apple surface. Likewise, the solid-phase
extraction procedure had high recovery of CPC. When apples
(n=5) were treated with 0.212 and 7.48 mg of CPC, the re-
coveries were 106 £ 14 and 99.9 + 4.88% respectively. These
high extraction recoveries suggest that applied CPC remains
on the surface of the apples, where it is accessible to ex-
traction. Jon exchange SPE recoveries were 103 £+ 6.94, and
97.0 £ 3.85% for CPC concentrations of 0.6 and 30 pg/ml in
ethanol extracts, respectively.

3.5. Assay application

The method was applied wo evaluate the residue level on
Granny Smith (waxed) and Arkansas Black (non-waxed) ap-
ples wested with aqueous solution of CPC. When Granny
Sroith apples were treated with aqueous CPC solution of
2 and 4mg/mi, the residue levels were 4.35+41.34 and
4.33 4+ 0.53 ug/g of apple, respectively. For non-waxed ap-
ples, the respective residue levels were 3.21 £0.60 and
2.35+0.18 ug/g of apple when treated with the above con-
centrations of aqueous CPC.

According to these results, an apple weighing 150 g treated
with CPC under the conditions proposed would have a
residue of this compound berween 0.3S and 0.65mg. In-
terestingly, even though CPC’s antimicrobial efficacy var-
ied greatly between waxed and non-waxed apples and was
influenced by the CPC concentration used, the residue level
changed very litile over the range of concentrations of applied
CPC.

4. Conclusion

An HPLC assay for determination of CPC residual lev-
els on apples has been developed. The assay employs 95%
ethanol for the efficient extraction of CPC from apples. The
interferences from apple extractives are well separated from
CPC and the internal standard SPC by ion exchange solid-
phase extraction and then HPLC. The method is specific,
sensitive, reproducible and accurate.
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