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INTRODUCCION

El chile (Capsicum spp.) es uno de los cultivos mas importantes en México y en el mundo.
Su utilizacion se remonta a los tiempos precolombinos, donde su funcién primordial era
como condimento. Los diferentes tipos de chiles jugaron un papel importante como fuente
de vitamina C en las diferentes culturas americanas. Ademas, de un sinnimero de usos que
le daban nuestros antepasados como medicamento, castigo, moneda, material de tributo,
etc.

Las distintas especies del género Capsicum son apreciados en todo el mundo debido a su
amplia distribucion, por su sabor, a que se cultivan en regiones tropicales, subtropicales y
templadas, a su aroma como aditivos para alimentos y por sus usos farmacéuticos y
fisiologicos. Son importantes econdmicamente para México, no solo para la preparacion de
platillos tradicionales mundialmente conocidos, sino también debido a la vasta cantidad y
variedad genética que se produce en el territorio nacional. La superficie cultivada en el
2014 fue de 143,780 hectareas con una produccién de mas de 2 millones de toneladas en
México (INEGI, 2015).

Los capsaicinoides son los compuestos que le dan el sabor picante al chile, son un grupo de
12 o més alcaloides, con una estructura de vainillilamina ramificada de acidos grasos de 9 a
11 atomos de carbono. La biosintesis de los capsaicinoides ocurre en la placenta, donde las
células epidérmicas especializadas los acumulan en las vacuolas, eventualmente son
excretados estos alcaloides y son goteados en las semillas y en la superficie interna del
pericarpio. Aun cuando el peso de las semillas y del pericarpio son mayores en
comparacion al de la placenta, la mayor cantidad de capsaicina presente en los chiles se
encuentra en la placenta, que representa la mayor parte del total de capsaicina presente en el
chile (Cisneros-Pineda, y otros, 2007). Entre todos los capsaicinoides, solo destacan dos, la
capsaicina, (E)-N-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-8-metil-6-nonenamida y la dihidrocapsaicina,
su homologo saturado, Figura 1. Estos dos capsaicinoides mayoritarios representan por lo
general el 90 % de los capsaicinoides totales presentes en las variedades de chiles en

concentraciones del 0.1 al 1.0 % en una proporcion de 1:1 o 2:1 respectivamente.
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Figura 1. Estructura de la capsaicina y dihidrocapsaicina.

Las propiedades de la capsaicina han sido usadas para un namero diverso de condiciones
clinicas, por ejemplo, alivio para el dolor, pérdida de peso, problemas cardiovasculares,
condiciones dermatoldgicas, problemas gastrointestinales, vejiga y musculo detrusor
hiperactivo. En las ultimas décadas, muchos estudios han tratado de establecer las
propiedades anticancerigenas de la capsaicina. Algunos investigadores reportan efectos
como la reduccion de la proliferacion y viabilidad de las células cancerosas, asi como la
apoptosis celular (Kumar Sharma, Singh Vij, & Sharma, 2013).

Por otro lado, la Quimica Verde consta de dos componentes principales. EI primero, se
refiere a la utilizacion eficiente de los recursos y la minimizacion de la contaminacion. El
segundo, trata con los problemas ecoldgicos, de salud y seguridad relacionados con la
fabricacion, el uso y la eliminacion o reutilizacion de los productos quimicos. El principio
fundamental es “benigna por disefio” y, su objetivo, es la prevencidn de la contaminacion
a través de la minimizacion de residuos en lugar de la técnica de fin de ciclo “end of pipe”
(Clark, Sheldon, Raston, Poliakoff, & Leitner, 2014).

En ese sentido, la biocatalisis, como herramienta de la Quimica Verde, emplea a las
enzimas las cuales muestran una serie de ventajas frente a los catalizadores tradicionales:
una elevada especificidad, estereoselectividad y regioespecificidad y, una gran actividad a
temperatura ambiente y a presion atmosférica (Arroyo, Acebal, & de la Mata, 2014). En
una perspectiva innovadora, las lipasas inmovilizadas han sido utilizadas para generar
peroxiacidos en un disolvente organico adecuado, a partir de su correspondiente acido

carboxilico y peréxido de hidrogeno. Ademas, los peroxiacidos formados bajo estas



condiciones suaves de reaccion se pueden utilizar para la epoxidacion de alquenos (Carrea
& Riva, 2000).

Al respecto en este trabajo, se presenta la formacion del epdxido de capsaicina el cual fue
sintetizado mediante el empleo de la biocatalisis. Posteriormente, se llevé a cabo la
formacion del diol de la capsaicina que fue generado mediante una estrategia de dos pasos
y una estrategia sin el aislamiento de intermediarios, conocida como “Telescoped”
(Rodriguez, Gambarotti, Liguori & Bjarsvik, 2006), empleando acido acético y agua,

ambos considerados verdes, Esquema 1.

Ao HACO/H,0
20 min.

o
- N HO
H
HO

Esquema 1. Sintesis del epoxido y del diol de la capsaicina.

OH

También, se hace apropiado comentar que complementariamente se hizo el estudio
mediante Quimica Computacional para tratar de establecer algunas de las propiedades que
pueden tener las moléculas aqui generadas y como éstas podrian actuar frente a diversos
reactivos electrofilicos o nucleofilicos. Ademas, tratar de determinar que isbmero es el mas
favorecido en nuestra estrategia sintética; asi como, la comparacion de sus datos
experimentales y tedricos, obtenidos de los estudios de espectrofotometria de infrarrojo y
de espectroscopia de resonancia magnética nuclear de proton y carbono trece.

Finalmente, se llevo a cabo una evaluacion de qué tan verde es el proceso, de acuerdo a lo
propuesto por Morales y colaboradores en el 2011, mediante una evaluacidn cualitativa de
color-tono y una escala semicuantitativa tipo Likert, que va de totalmente café (1) a
totalmente verde (10) y, que, de manera ponderal, indica cual es el grado de acercamiento
al protocolo de la quimica verde, Figura 2, obteniendo una evaluacién general total de 7, lo

cual coloca este trabajo con un buen acercamiento verde.



(10)  Totalmente verde

(9)  Gran acercamiento verde

(8) Muy buen acercamiento verde
(7)  Buen acercamiento verde

(6) Ligero acercamiento verde

(5)  Transicion café a verde

(4)  Ligeramente café

(3)  Medianamente café

(2)  Muy café

(1)  Totalmente café

Figura 2. Escala tipo Likert.



ANTECEDENTES

Capsicum chinense Jacquin

La caracteristica distintiva de esta especie es la ausencia de céliz dentado; presenta corola
blanca opaca y tiene frutos colgantes con una constriccion entre la base del céliz y el
pedinculo, Figura 3. Se distribuye en la region del Caribe y en la parte tropical de
Sudamérica, principalmente en la Cuenca del Amazonas, en Brasil.

En Meéxico, el chile habanero es el mas representativo de la especie, se siembra
exclusivamente en Campeche y Yucatan, donde estd adaptado a las condiciones
ambientales de dicha region. La planta tiende a ser perenne y presenta hasta seis frutos por
axila. Los frutos son de forma redonda a oblonga, con tres o cuatro l6culos, de tamafio que
varia de 2 a 6 cm de largo por 2 a 4 cm de ancho, inicialmente son verdes y al madurar
pueden ser amarillos, rojos o anaranjados. Los frutos son extremadamente pungentes y
aromaticos; sin embargo, no son irritantes al aparato digestivo humano. (Pozo

Campodonico, Montes Hernandez, & Redondo Juarez, 1991).

Figura 3. Planta de chile habanero con frutos (Karwath, André, 2005)

En Meéxico, el chile habanero (Capsicum chinense) se encuentra entre los principales
productos agricolas de la region sureste, ya que es altamente demandado por el mercado

nacional, la industria farmacéutica, la industria de los alimentos y la quimica, por sus altos



contenidos de capsaicina. El chile habanero tiene una larga tradicion en la dieta alimentaria
de la poblacion yucateca, siendo uno de los atributos que la identifica y, por ello, ha sido
apreciado como condimento desde tiempos prehispanicos (Montes-Hernandez, LOpez-
Lopez, Herndndez-Verduzco & Ramirez-Meraz, 2009).

Capsaicina

Se conocen mas de 20 diferentes capsaicinoides cuya estructura quimica consiste en un
nicleo fendlico unido mediante un enlace amida a un &cido graso. Estos se encuentran
localizados en el tejido de la placenta y su principal funcién es la proteccion de las semillas.
No obstante, las aves son insensibles a los capsaicinoides, lo que ha permitido la dispersion
de las semillas en el medio silvestre.

La biosintesis de los capsaicinoides se puede dividir en dos partes, una es la parte fendlica y
la otra es la parte de la cadena lateral de &cido graso. Al respecto, la porcion fendlica
corresponde a la vainillilamina, la cual proviene de la fenilalanina (Leete & Louden, 1968),
formandose por medio de la ruta de los fenilpropanoides. El &cido graso se forma a partir
de aminoacidos de cadena lateral ramificada, ya sea valina o leucina. Las diferencias
estructurales de los diversos capsaicinoides residen precisamente en la cadena lateral que
puede ser de 9 u 11 carbonos de largo, con un nimero variable de dobles enlaces colocados
en diferentes posiciones, Figura 4. La capsaicina (E)-N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-8-
metil-6-nonenamida y la dihidrocapsaicina (su analogo 6,7-dihidro) representan mas del 90

% del contenido total de los capsaicinoides presentes en los chiles.

o]
Hsc/b/\l\l) I\ R
'I'l Nombre

WY‘ Nordihidrocapsaicina |
R \/\A/‘
Nordihidrocapsaicina Il

Ramificacién Insaturada

Nombre
M Dihidrocapsaicina
M Capsaicina

W Homodihidrocapsaicina |

\/\/‘\/\{ Homocapsaicina |
L W Homodihidrocapsaicina i

W Homocapsaicina Il

Figura 4. Estructuras de diferentes capsaicinoides (Tapia, Escamilla & Bonilla, 2008)



La vainillilamina se forma mediante conversiones sucesivas de la fenilalanina en los acidos
trans-cinamico, cumarico, caféico y fertlico, por accion de las enzimas fenilalanina amonio
liasa (PAL), cinamato 4-hidroxilasa (Ca4H), cumarato 3-hidroxilasa (Ca3H) y acido
caféico metiltransferasa (COMT). La vainillina es un intermediario tardio que es aminado
por accién de una transaminasa, para dar lugar a la vainillilamina la cual, por accién de una
aciltransferasa, capsaicinoide sintasa (CS), se condensa con el derivado acil-graso para dar
lugar a los capsaicinoides. Mientras que la cadena lateral acilo se forma a partir de la valina
o leucina. El primer paso involucra la desaminacion de éstos aminoécidos por accion de la
BCAT (una aminotransferasa especifica) para producir «a-cetoisovalerato que
posteriormente se transforma en isobutiril-CoA, por la accién de la IvDH (a-isovalerato
deshidrogenasa). Este, a su vez, se convierte en la 8-metil-6-nonenoil-CoA mediante la
participacion del complejo multienzimatico acido graso sintasa (KAS, B-cetoacil sintasa,
ACL, proteina acarreadora de grupos acilo y, FAT, tioesterasa). Las reacciones catalizadas
por este complejo involucran la condensacion del isobutiril-CoA con grupos malonilo,
catalizada por el componente KAS. ElI componente ACL es el encargado de transportar los
grupos malonilo al isobutiril-CoA, perdiendo una molécula de CO, en cada ciclo de
elongacion. Después de tres ciclos sucesivos de elongacion, el &cido final es liberado por
accion de la FAT. La reaccion final es la condensacion de la vainillilamina con la cadena
lateral acilo catalizada por la CS (Vazquez-Flota, y otros, 2007), Esquema 2.

Las enzimas requeridas para la formacion de los capsaicinoides se encuentran en el tejido
placentario de frutos inmaduros. Por lo que grandes cantidades de capsaicinoides son
sintetizados en los fragmentos inflados del reticulo endoplasmico de la epidermis de la
placenta. Los capsaicinoides son acumulados en pequefias vesiculas o ampollas en las
vacuolas de las células epiteliales de la placenta (Zamski, Shoham, Palevitch, & Levy,
1987). A pesar de que la biomasa de la placenta es menor en comparacion a las semillas y
al pericarpio, la mayor concentracién de capsaicina y dihidrocapsaicina se encuentran en la

placenta (Cisneros-Pineda, y otros, 2007).
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Esquema 2. Propuesta para la biosintesis de los capsaicinoides para el género Capsicum.

PAL, fenilalanina amonio liasa; Ca4H, acido cindmico 4-hidroxilasa; Ca3H, cumarato 3-

hidroxilasa; COMT, acido caféico O-metiltransferasa; pAM, presunta aminotransferasa de

la vainillina; BCAT, aminotransferasa de los aminoacidos ramificados; IvDH, a-isovalerato

deshidrogenasa; KAS, B-cetoacil sintasa; ACL, proteina acarreadora de grupos acilo; FAT,

tioesterasa; DST, desaturasa; CS, capsaicinoide sintasa (Vazquez-Flota, y otros, 2007).



Extraccion

Los principales métodos de extraccion de los principios activos en productos naturales se

compilan en (Kuklinski, 2000) y se resumen a continuacion:

a)

b)

d)

Extraccion mecanica: es una técnica que permite obtener los principios activos
disueltos en los fluidos propios de la planta, los cuales una vez extraidos se
denominan jugo.

Destilacion: es una técnica que se basa en la diferente volatilidad de los

componentes de la planta, lo cual permite la separacion de componentes volatiles de

otros que son menos o nada volatiles.

Extraccion con gases en condiciones supercriticas: se trabaja con dispositivos

especiales donde es posible controlar la presion (P) y la temperatura (T) y se trabaja

a Py T superiores a la P y T criticas. La extraccion con gases suele ser muy

selectiva y posteriormente es relativamente sencillo eliminar el gas extractor, pero

resulta muy cara y es dificil encontrar las condiciones Optimas de presion y

temperatura.

Extraccion con disolventes: consiste en poner en contacto la planta con un

disolvente capaz de solubilizar los principios activos. Los principios activos deben

pasar de la planta al disolvente de manera que se obtenga un extracto liquido. Los
diferentes tipos de extracciones se pueden englobar en dos grupos: las extracciones
discontinuas y las extracciones continuas.

a. Extraccion discontinua: se sumerge la planta en el disolvente, por lo que la
totalidad de la planta contacta con el disolvente utilizado para la extraccion y la
difusion de los principios activos se producira en todas direcciones hasta
alcanzar el equilibrio.

b. Extraccion continua o progresiva: el disolvente utilizado para la extraccion se va
renovando y actta en una sola direccion. Son métodos que consisten en poner en
contacto la planta con el disolvente adecuado y mantener, en todo momento, el
desequilibrio entre la concentracion de principio activo y el disolvente para que

se produzca la difusién celular.



Con relacion a la extraccion de la capsaicina se ha llevado a cabo mediante métodos
tradicionales, como la extraccion por maceracion (Estados Unidos Patente n°® 5676991,
1997), o con una mezcla metanol/agua (Kirschbaum-Titze, Hiepler, Mueller-seitz, & Petz,
2002); extraccion con acetona y centrifugacion (Olga Cisneros Pineda, 2007), mediante
extraccion con Soxhlet (Korel, Bagdatlioglu, Balaban, & Hisil, 2002), se han realizado
extracciones de capsaicinoides empleando fluidos supercriticos, como diéxido de carbono
supercritico y propano subcritico (Daood, y otros, 2002); mediante extraccion con liquidos
presurizados (Barbero, Palma, & Barroso, 2006) y extraccion asistida por microondas
utilizando metanol como disolvente (Barbero, Palma, & Barroso, 2006). También, se ha
llevado a cabo el estudio comparativo entre una extraccidn mediante Soxhlet con una
microextraccion en fase sélida, utilizando la extraccion con Soxhlet como extraccion
exhaustiva y por lo tanto se considera como 100 % extraida (Pefia-Alvarez, Ramirez-Maya,
& Alvarado-Suarez, 2009).

Ahora bien, una vez conseguido el extracto, el siguiente paso es la purificacion del mismo
para obtener el principio activo deseado. Se puede llevar a cabo la purificacion mediante
métodos fisicoquimicos no cromatograficos o por métodos cromatograficos.

a) Métodos fisicoquimicos no cromatograficos: incluyen toda una serie de operaciones
como la sedimentacion, decantacion, centrifugacion, filtracion, precipitacion
selectiva, cristalizacion, particion, etc.

b) Meétodos cromatograficos: consisten en la separacion de los componentes de una
mezcla debido a la diferente velocidad de elucion a través de una fase estacionaria
(un solido poroso o un liquido retenido en un soporte solido) cuando la mezcla es
transportada por una fase moévil (eluyente: puede ser liquido o gaseoso). La
diferente velocidad de elucion de los componentes se debe a uno de los siguientes
fendbmenos: adsorcién, particion, intercambio idnico o exclusién molecular. Las
principales técnicas cromatogréaficas utilizadas son:

a. Cromatografia en placa preparativa, cpp: donde la fase estacionaria es un sélido
poroso dispuesto sobre una placa de vidrio o metélica. La fase mavil fluye en
sentido ascendente arrastrando los diferentes componentes de la mezcla a

velocidades diferentes, con lo que se consigue la separacion.
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b. Cromatografia en columna, cc: la elucion de los diferentes componentes de la
mezcla se realiza por gravedad. La columna se dispone verticalmente y se
deposita la muestra en la parte superior y se hace fluir la fase mévil hacia abajo.
Es posible ir variando la composicion de la fase movil hasta que se produce la
completa elucion de los componentes.

c. Cromatografia liquida de alta resolucion, HPLC: consiste en hacer pasar, a
mucha presion, la fase mavil (liquida), en la que previamente se ha introducido
mediante un sistema de inyeccion la muestra, por una columna compactamente
empaquetada con la fase estacionaria, que también es un liquido retenido sobre
un soporte inerte.

d. Cromatografia de gases, CG: es una cromatografia gas-liquido que se aplica a
sustancias volatiles o que puedan dar derivados volatiles. La fase estacionaria,
que es un liquido retenido sobre un soporte solido, esta dispuesta en una

columna. La fase movil es un gas inerte.

La técnica mas empleada para la separacion de los capsaicinoides es la cromatografia, ya
sea CG (Pefia-Alvarez, Alvarado, & Vera-Avila, 2012) o HPLC de fase inversa, acoplada a
la espectrometria de masas (Kozukue, y otros, 2005) para su identificacion. Pero estas
técnicas no se pueden usar a escala industrial, por lo que también hay técnicas para ese fin,
como la utilizacion de plata para formar un complejo con la capsaicina y asi poder separarla
(Estados Unidos Patente n® 5955631, 1999); sin embargo, esta es una estrategia agresiva

con el ambiente y por ello no es muy empleada.

Actividad Farmacologica de la Capsaicina

La capsaicina se une al potencial transitorio del receptor vaillinoide 1 (TRPV), que se ha
relacionado con procesos fisiolégicos como la deteccion de estimulos dolorosos y la
generacion de procesos de inflamacion. Los receptores TRPV también responden a la
temperatura, acidosis, estimulo del dolor y cambios en el gradiente osmotico. La capsaicina
activa los receptores de TRPV en los nervios sensoriales y causa una sensacion que va del
intervalo del calor hasta sentir quemazon. El resultado analgésico viene del agotamiento de

la sustancia P que conduce a la insensibilidad de pequefios sensores neuronales. Los
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sensores se tornan insensibles a mas estimulos de dolor (Hayman & Kam, 2008). Es por eso
que se utiliza como tratamiento para el dolor, usualmente en una presentacion de crema
topica, con una concentracion de 0.025 % a 0.075 % de capsaicina.

La mayoria de la actividad farmacoldgica se debe a la interaccion de la capsaicina con el
TRPV1, ya que este canal se distribuye ampliamente por el sistema nervioso central y
periférico y por otros drganos y tejidos. La activacion del canal en el estbmago, propicia la
liberacion de 6xido nitrico y del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP),
que causan una vasodilatacion y un incremento del flujo sanguineo de la mucosa. Teniendo
propiedades protectoras contra las gastropatias relacionadas con la indometacina y el
etanol. Alternativamente, la liberacion del CGRP induce la produccion de prostaglandinas,
las cuales desempefian una funcién protectora en el epitelio estomacal.

El TRPV1 desempefia un papel fundamental en afecciones cardiacas, mediante la
generacion de procesos de dolor. La activacion de estas fibras genera dos efectos: el
primero consiste en la liberacion de neurocinina A y CGRP, resultando en la
vasodilatacion, el segundo efecto, esta dado por la llegada de sefiales provenientes de las
fibras activadas hasta los centros de procesamiento del dolor en el sistema nervioso central,
lo que genera una sensacion de dolor que avisa al organismo de que algo anda mal.
Adicionalmente, se ha demostrado que la capsaicina inhibe la agregacion plaquetaria
(Salazar, Jara-Oseguera, & Rosenbaum, 2009).

Otro efecto farmacologico notable de la capsaicina es la reduccion de peso, en una dieta
alta en grasa combinada con capsaicina en humanos demostré el incremento de la
termogénesis inducida por la dieta (DIT), justo después de la ingesta de la capsaicina y en
la oxidacion lipidica, en el periodo posterior a la ingesta de capsaicina (Yoshika, y otros,
1995).

Por otra parte, el uso de la capsaicina para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas es también un activo campo de estudio. Experimentos recientes
mostraron que la capsaicina redujo marcadamente los movimientos incontrolados,
hipercinesis, de las ratas tratadas quimicamente para simular la enfermedad de Huntington
(Salazar-Olivo & Silva-Ortega, 2004).

En la dltima década han salido evidencias tratando de establecer las propiedades

anticancerigenas de la capsaicina. Se ha encontrado que la capsaicina induce a la muerte
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celular de tumores neuroenddcrinos (NET) pancreaticos, mediante la activacion del
TRPV1, pero sin afectar a las células sanas (Skrzypski, Sassek, Abdelmessih, Mergler &
Grotzinger, 2014). También, se sabe que induce la apoptosis de osteosarcoma y despliega
un efecto analgésico para la hiperalgesia vista en el cancer de huesos, la muerte de las
ceélulas malignas ocurre por el estrés del reticulo endoplasmico causado por el incremento
de la concentracion del ion Ca?* (Chien, Ma, Lee, Liu, Li, Huang & Chueh, 2013).

Quimica Verde
La Quimica Verde es la utilizacion de una serie de principios que reducen o eliminan el uso
0 produccion de sustancias peligrosas en el disefio, manufactura y aplicacion de los
productos quimicos. Se puede resumir su idea general en tres principales puntos (Anastas &
Eghbali, 2009):

1. La Quimica Verde se implementa a través de todo el ciclo de vida del producto.

2. La Quimica Verde busca disefiar la naturaleza inherente de los productos y procesos
quimicos para reducir su peligro intrinseco.

3. La Quimica Verde trabaja como un sistema cohesivo de principios o criterios de
disefio.

Los principios de la Quimica Verde son una herramienta que provee la estructura para un
disefio sostenible. Ellos constituyen un sistema global para el disefio de quimicos y
transformaciones quimicas mas seguras. Siendo doce principios, ya establecidos, por los
que se rige (Anastas & Warner, 1998):

1. Prevencion: es mejor prevenir la generacion de un residuo, que tratarlo o eliminarlo
después de haberlo generado.

2. Economia atomica: los métodos de sintesis deberan disefiarse de tal manera que se
incorporen al maximo, en el producto final, todos los sustratos usados durante el
proceso.

3. Sintesis quimicas menos peligrosas: los métodos de sintesis deberan ser disefiados
para utilizar y generar sustancias que presenten baja o nula toxicidad, tanto para el
ser humano como para el ambiente.

4. Disefio de quimicos seguros: los productos quimicos se disefiaran de manera que

mantengan su eficacia y baja toxicidad.
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. Uso de disolventes seguros o auxiliares: evitar el empleo de sustancias auxiliares
como disolventes, reactivos de separacion, etc., y en caso de que se empleen
deberén ser lo mas inocuos posible.

. Disefio de la eficiencia energética: los requerimientos energéticos en un proceso
quimico se catalogan por su impacto econémico y al ambiente, por lo tanto, se
sugiere llevar a cabo los métodos de sintesis a temperatura y presion ambiente.

. Uso de materia prima renovable: la materia prima debe ser preferiblemente
renovable en lugar de agotable, siempre que sea técnica y econdmicamente viable.

. Reducir derivados: evitar el uso de grupos de blogqueo, de proteccidén-desproteccion
o la modificacion temporal de los procesos fisico-quimicos, ya que su empleo
requiere reactivos adicionales y genera residuos.

. Catalisis: considerar el empleo de catalizadores, lo mas selectivo posible, de

preferencia de origen natural.

10. Disefiar sustancias biodegradables: los productos deberan ser disefiados de tal

manera que al final de su vida Gtil no persistan en el ambiente.

11. Andlisis en tiempo real para prevenir la contaminacion: las metodologias

analiticas necesarias seran desarrolladas en el momento del proceso, lo que
permitira un seguimiento y control en tiempo real del proceso, previo a la formacion

de sustancias peligrosas.

12. Quimicos seguros para prevenir accidentes: las sustancias y la forma de una

sustancia usada en un proceso quimico debera ser elegida para reducir el riesgo de

accidentes quimicos incluyendo las emanaciones, explosiones e incendios.

Los doce principios son aplicables tanto a las diversas ramas de la industria quimica como a

la actividad desarrollada en laboratorios de investigacién y laboratorios docentes a

cualquier nivel. Partiendo de estos principios, se observan las siguientes ventajas generales

que permiten hacer “verdes” los procesos planteados en este trabajo, es decir, reducir el

impacto ambiental de las condiciones de reaccion y las tecnologias aplicadas para
desarrollarlas (Garcia Calvo-Flores & Dobado, 2008):

Se reducen los residuos que se generan en cualquier proceso de preparacion o

manipulacién de sustancias quimicas.
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e Los materiales son preparados por procedimientos mejorados que disminuyan los
efectos no deseados sobre el ambiente.

e Se reemplazaran aquellos materiales que, por su toxicidad intrinseca, resulten
peligrosos por otros con las mismas propiedades y aplicaciones y, que causen menor
impacto sobre el ambiente.

e Laenergia necesaria para producir sustancias de interés serd disminuida, bien por el
uso de procedimientos de menor duracion, o bien por el uso de energias renovables
que supongan un menor costo energético con igual eficiencia.

e La toxicidad o peligrosidad general de las sustancias necesarias para obtener un
determinado compuesto y la del propio compuesto sera reducida.

e Los costos seran menores al eliminar toda manipulacion que no sea estrictamente
necesaria y al disminuir los tiempos que se invierten en la preparacion de una
sustancia.

e Impulsar todas las acciones necesarias para hacer la quimica compatible con un

desarrollo sostenible.

En este sentido, el desafio para los quimicos radica en el desarrollo de nuevos productos,
procesos Yy servicios que permitan alcanzar los beneficios sociales, econdmicos Yy
ambientales que ahora son requeridos, maximizando el uso de fuentes renovables y
extendiendo la durabilidad y la reutilizacién de los productos, en una manera que
incremente la competitividad industrial. Algunos de estos desafios incluyen el desarrollo y
descubrimiento de nuevas vias de sintesis utilizando materia prima alternativa o una
quimica mas selectiva, identificando las condiciones de reaccion, disolventes alternos para
mejorar la selectividad, la minimizacién de la energia y el disefio de productos quimicos

menos toxicos y mas seguros (Clark J. H., 1999).

Lipasa B de Candida antarctica (Novozym 435)
Las lipasas (triacilglicerol hidrolasas) son enzimas que catalizan la hidrolisis de aceites y
grasas con la subsiguiente formacion de acidos grasos libres, digliceroles, monogliceroles y

glicerol. Estos biocatalizadores se distribuyen en animales, plantas y microorganismos
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como enzimas digestivas que facilitan el transporte, la deposicion y la movilizacion de las
grasas (Woolley & Petersen, 1994).

Al respecto, dentro del campo de las biotransformaciones y como herramienta de la
Quimica Verde, la lipasa B de Candida antarctica es una de las lipasas que esta formada
por 317 amino&cidos, con un peso molecular de 33 kDa. Como la mayoria de las lipasas, su
mecanismo de reaccion es el de las hidrolasas serinicas, donde el &cido aspartico polariza al
grupo imidazol de la histidina formando un puente de hidrégeno, ayudando a la histidina a
actuar como base y atacar al protdn de la serina, asi la serina activada ataca al carbonilo del
sustrato, produciendo un intermediario tetraédrico. EI oxoanion se estabiliza volviendo a
formar el doble enlace, ocasionando que el intermediario tetraédrico colapse y sea
expulsado el grupo saliente, ayudado por la histidina, que ahora actia como acido,
formando el intermediario acil-enzima. El intermediario es atacado por un nucleofilo,
asistido por la histidina, formando un segundo intermediario tetrahedral, el cual colapsa
formando un &cido carboxilico y liberando a la serina (Hedstrom, 2002), como se muestra
en el Esquema 4.

Ha sido utilizada para catalizar la perhidrolisis de acidos carboxilicos, como el acido
acetico (Skouridou, Stamatis, & N., 2003), de sustancias que contengan un acido
carboxilico dentro de la molécula como los aceites vegetales insaturados (Hilker, Bothe,
Pruss, & Warnecke, 2001) y de ésteres como la caprolactona (Xu, Jian Khaw, & Li, 2009).
También se ha reportado, que con el H20, forma in situ el peroxiacido correspondiente, el
cual lleva a cabo la epoxidacion de alquenos, como se muestra en el Esquema 5 o la
oxidacion de Baeyer-Villiger.

La lipasa B resulta ser superior en la produccion del peroxiacido en comparacion de otras
lipasas, como la Mucor miehie y la Candida cylindracea (Bjorkling, Godtfredsen, & Kirk,
1990). Una estrategia mas interesante es usar un éster como el acetato de etilo (Ankudey,
Olivo & Peeples, 2006) o un carbonato como el dimetilo carbonato (Rush Gen Klass, &
Warwel, 1999) con una funcion dual: disolvente y substrato para la perhidrolisis,

conduciendo a una exitosa epoxidacion de alquenos.
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Esquema 5. Epoxidacion de alquenos empleando la enzima Candida antarctica.

Apertura de Oxiranos
Los oxiranos (epoxidos) se obtienen facilmente a partir de los alquenos y participan en

numerosas reacciones importantes y con interés sintético. Por este motivo los epdxidos son
intermediarios sintéticos valiosos. Los epdxidos son muy reactivos debido a la gran energia
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de tension asociada al anillo de tres miembros, un &acido acuoso diluido a temperatura
ambiente basta para causar la hidrélisis de los epdxidos a 1,2-dioles (Mc Murry, 2001). Los
epoxidos reaccionan en condiciones acidas y en condiciones basicas. Los productos de la
apertura catalizada por un acido dependen principalmente del disolvente que se utilice.

El mecanismo de la hidrdlisis implica la protonacion del oxigeno (formando un buen grupo
saliente), seguida del ataque Sn2 por el agua. La ruptura de un epoOxido, catalizada por
acido, se efectia por la parte posterior de donde ataca un nucledfilo en el epdxido
protonado. Cuando un epoxicicloalcano se abre por un acido acuoso, resulta en trans-1,2-

diol, como se muestra en el Esquema 6.

Esquema 6. Apertura de un epdxido catalizada por un &cido en medio acuoso.

Cuando la apertura catalizada por un acido de un epoxido se produce con alcohol como
disolvente, la molécula de alcohol actia como nucleéfilo. Esta reaccion da lugar a un B-
alcoxi-alcohol con una estereoquimica anti. Este es un método excelente para obtener
compuestos con grupos funcionales éter y alcohol (Wade, 2004), como se muestra en el
Esquema 7. Aunque el oxigeno de un éter es normalmente un grupo saliente pobre en una
reaccion Sn2, la reactividad del anillo de tres miembros basta para permitir que los
epoxidos reaccionen con un ion hidroxido a temperaturas elevadas, dando lugar al mismo
producto que la apertura del epoxido catalizada por un &cido: un 1,2-diol, con

estereoquimica anti.

H + /
H—

HO—
0 H0 0
- H——— \H o \H
H H

Esquema 7. Apertura de un epdxido catalizada por un acido en solucién alcohdlica.
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Quimica Computacional-Tedrica (In Silico)

Es la disciplina que comprende todos aquellos aspectos de la investigacion en quimica que

se benefician de la aplicacion de las computadoras. Implica desde la aplicacién del cémputo

para controlar los equipos de investigacién hasta el manejo de bancos de informacion,

pasando por supuesto por las aplicaciones que impactan la descripcion de la estructura de

moléculas. El nlcleo de la quimica computacional implica el uso de modelos matematicos

para la predicciébn de propiedades quimicas y fisicas de compuestos, empleando

computadoras (Cuevas, 2005).

La quimica computacional abarca un amplio rango de métodos matematicos que pueden

dividirse en dos grandes categorias (Valles-Sanchez, Rosales-Marines, Serrato-Villegas, &
Farias-Cepeda, 2014):

Mecanica molecular, aplica las leyes de la fisica clasica al nacleo molecular sin
considerar explicitamente a los electrones.

Mecénica cuantica, se basa en la ecuacion de Schrodinger para describir una
molécula con un tratamiento directo de la estructura electronica y se subdivide a su
vez en dos clases segun el tratamiento realizado, métodos semiempiricos y métodos

ab initio (desde el principio).

La quimica computacional son una serie de técnicas que sirven para resolver problemas de

investigacion quimica, como (Lewars, 2011):

a)

b)

d)

Con la geometria molecular en un sentido amplio, ademas de distancias y angulos
de enlace, es posible caracterizar la forma y tamafos relativos de todo tipo de
moléculas y macromoléculas.

Ademas, se puede conocer la energia de todo tipo de especies quimicas, incluyendo
intermediarios, estados de transicion, estados excitados, etc. También es posible
estimar que isomero es favorecido y qué tan rapida es la reaccion.

La reactividad quimica: por ejemplo, nos permite conocer en donde estan
concentrados los electrones (sitios nucleofilicos) y hacia donde se desplazan (sitios
electrofilicos) permitiéndonos predecir qué tipos de reactivos podrian reaccionar
con la molécula.

Las propiedades espectroscopicas tales como la espectrofotometria infrarroja (IR),

la resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrofotometria de ultravioleta (UV)
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para una molécula desconocida, se pueden calcular y, emplearse como herramientas
en la caracterizacion de manera inequivoca de la misma.

Se puede predecir la interaccion entre un sustrato y una enzima, ademas,
conociendo como la molécula se enlaza en el sitio activo de la enzima nos da una
ventaja para desarrolla mejores farmacos.

Finalmente, nos ayuda a conocer las propiedades fisicas de las sustancias, desde sus
propiedades individuales de cada molécula hasta la interaccion de las moléculas

entre ellas.
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HIPOTESIS

Se sabe que la Quimica Verde tiene como objetivo principal prevenir la contaminacion en
la sintesis de compuestos farmacoldgicamente activos, ademas se tiene conocimiento de
que en los procesos de extraccion el empleo de fuentes alternas de activacion ha ido en
aumento y, también se conoce que son pocos los estudios sobre la extraccion y
modificacion quimica de capsaicinoides de chile habanero empleando eéstas fuentes
alternas. De esta forma, asumiendo la filosofia de la Quimica Verde, se propone extraer los
dos capsaicinoides mayoritarios del chile habanero, capsaicina y dihidrocapsaicina; asi, la
capsaicina sera susceptible de ser modificada, incidiendo en algunos de los principios de la
Quimica Verde, para generar algunos derivados de capsaicina, que puedan presentar
actividad farmacoldgica importante. Ademas, mediante estudios in silico corroborar las

propiedades estructurales de las moléculas objetivo.
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OBJETIVOS

General

A partir de capsaicina y dihidrocapsaicina, extraidas mediante irradiacion infrarroja cercana
de chile molido, formar el epoxido y el diol de capsaicina mediante el empleo de una
estrategia sintética en dos pasos y una estrategia sintética sin aislamiento del intermediario,
compuestos con posible actividad bioldgica. Lo anterior contribuyendo al protocolo de la
Quimica Verde. Ademds, llevar a cabo los estudios in silico para complementar su

caracterizacion.

Particulares

o Realizar la extraccion de capsaicina y dihidrocapsaicina a partir de un producto
natural empleando una fuente alterna de extraccion como la irradiacion de infrarrojo
cercano de acuerdo a lo propuesto por Rosas Julieta, 2016.

o Llevar a cabo la formacion del epdxido de la capsaicina utilizando una enzima como

biocatalizador.

o Generar el diol de capsaicina a partir del epoxido previamente formado y purificado.

o Formar, mediante una reaccion Telescoped, el diol de capsaicina, a partir del

epoxido previamente formado sin purificar.

o Determinar las mejores condiciones de reaccidn, tiempo, temperatura, cantidades de

reactivos y sustrato.

o Aislar y purificar las moléculas objetivo, empleando la técnica de cromatografia en

placa preparativa.

o Caracterizacion de las moléculas objetivos empleando técnicas espectroscopicas

comunes (RMN: C, 'H; EM: IE, FAB*, AR, AR-DART")

o Realizar el analisis conformacional a nivel semiempirico, AM1, de las moléculas

obtenidas, para encontrar la conformacién de mayor estabilidad con base a la energia

relativa obtenida de acuerdo al método computacional.
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o Optimizar los conformeros seleccionados para nuevamente elegir aquellas
estructuras de menor energia, para posteriormente determinar algunas propiedades
moleculares.

o Determinar la propiedad espectroscopica (IR) mediante quimica computacional de
las moléculas sintetizadas y compararlo con los datos experimentales.

o Determinar la propiedad espectroscopica (RMN) mediante quimica computacional
de las moléculas sintetizadas y compararlo con los datos experimentales.

o Obtener propiedades como potencial electrostatico molecular (MPE), orbitales
HOMO y LUMO de las moléculas optimizadas.

o Llevar a cabo la evaluacion de qué tan verde es el proceso experimental, para

determinar su incidencia dentro de la Quimica Verde.
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METODOLOGIA

Reactivos

Los reactivos utilizados en este proyecto se adquirieron de los siguientes proveedores: el
chile habanero (Capsicum chinense) se obtuvo previamente triturado y tratado de Chile
Habanero Puro Molido, Industria Agricola Maya S.A. de C.V., Mérida, Yucatan, con
namero de lote 105-109-11 y codigo PT 5000. La lipasa B de Candida antartica (Novozym
435) y el perdxido de hidrdgeno-urea, se obtuvieron de Sigma-Aldrich. El etanol absoluto
utilizado para la extraccion de los capsaicinoides se purificd utilizando el método que
indica la literatura (Dominguez, 1982). El acido acético glacial, es grado analitico y fue
adquirido de la empresa Fermont. Los disolventes n-hexano y AcOEt son grado reactivo y
se utilizaron sin tratamiento previo alguno. Para la purificacion se empled la técnica de
cromatografia en placa preparativa (cpp) usando gel de silice, Merck 60 con tamafio de
poro de 0.063 mm (malla 230 ASTM) como fase estacionaria y como eluyente el sistema n-
hexano/AcOEt (50:50). EIl revelado de éstas se llevo a cabo por diferentes métodos: luz
ultravioleta, con una lampara UVP (UVLS-24), vapores de yodo y con solucion de sulfato

cérico.

Equipo

Para la extraccion con irradiacion de infrarrojo cercano se utilizd un equipo comercial
“Flavor Time®” modelo AOT-F902 (1350 W/110 V/120 V-60 Hz|220 V/240 V-60 Hz).
Los espectros de RMN *H y 13C fueron registrados en un espectrometro Agilent DD2 a 600
MHz para 'H y a 150 MHz para *C con OneNMR Probe, en disolucién de CDCls y
CDsOD empleando como referencia interna TMS. Los espectros de masas se obtuvieron
utilizando un espectrémetro de masas MStation MJS-700 JEOL (con potencial de
ionizacion de 70 eV para IE y, de 6 keV para FAB" y FAB'-AR). Los datos de alta
resolucién en tiempo real se obtuvieron empleando un espectrometro JEOL AccuTOF
DART (Direct Analysis in Real Time). Los espectros de infrarrojo se obtuvieron en un
espectrofotometro Bruker modelo Tensor 27 equipado con ATR en un rango de 4000 a 400

cm?,
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Método Experimental

Obtencidn de la capsaicina y dihidrocapsaicina

La extraccién de capsaicina y dihidrocapsaicina del chile habanero molido se realiz6
usando 3 g de chile para cada extraccion, utilizando irradiacion de infrarrojo cercano, IRC.
En primera instancia se irradié el chile molido por 15 min en ausencia de disolvente;
posteriormente, se dejé enfriar a temperatura ambiente y se adicionaron 90 mL de EtOH y
se irradi6 por 15 min mas, en este paso es apropiado comentar que por cada 5 min de
irradiacion se dejaron 5 min de reposo con agitacion constante para evitar la proyeccién del

disolvente. Concluido el tiempo de irradiacion se filtrd y se concentré a presién reducida.

Una vez obtenido el extracto de capsaicina-dihidrocapsaicina, se prosiguié a la formacion
del epoxido y del diol de capsaicina mediante los siguientes dos metodos.

Obtencion del diol de capsaicina a partir de capsaicina, por etapas

Se colocd en un matraz Erlenmeyer de 25 mL, 200 mg (0.3416 mmol) de capsaicina, 470
mg (4.9963 mmol) de perdxido de hidrégeno- urea, 30 mg de enzima Novozym 435y 7 mL
de acetato de etilo. Esta mezcla se dejo con agitacion constante durante 5 h a temperatura
ambiente, realizando un seguimiento de reaccion mediante cromatografia en capa fina (ccf),
utilizando como fase mévil n-hexano/AcOEt (50:50). Transcurrido el tiempo de reaccion,
se filtro la mezcla para recuperar la enzima y se dejé evaporar el disolvente a presion
reducida. El epoxido de capsaicina, se purificO por cromatografia en placa preparativa
(cpp), la fase movil fue n-hexano/AcOEt (50:50). Una vez obtenido el epdxido de
capsaicina puro, posteriormente, se coloc6 en un matraz Erlenmeyer de 25 mL y se
adicionaron 3 mL de una mezcla AcOH/Agua (2:1), esta mezcla se dejé con agitacion
constante por 20 min a temperatura ambiente, Esquema 8. Concluido el tiempo de reaccién
se dejé evaporar el disolvente a presion reducida y la mezcla de reaccién se purifico
empleando la técnica de cpp, la fase movil fue n-hexano/AcOEt (50/50) para obtener el diol

de capsaicina puro.
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Esquema 8. Reacciones de formacion del diol de capsaicina.

Obtencién del diol de capsaicina mediante una reaccion Telescoped

En un matraz Erlenmeyer de 25 mL se colocaron 200 mg (0.3416 mmol) de capsaicina, 470
mg (4.9963 mmol) de peroxido de hidrégeno-urea, 30 mg de enzima Novozym 435y 7 mL
de acetato de etilo, la mezcla se dejoé con agitacion constante por 5 h a temperatura
ambiente, el seguimiento de la reaccion se llevé a cabo mediante cromatografia de capa
fina (ccf), utilizando como fase mdvil n-hexano/AcOEt (50:50). Una vez transcurrido el
tiempo de reaccion se agregaron 3 mL de una mezcla de AcOH/Agua (2:1), y se dejé con
agitacion constante por 20 min méas a temperatura ambiente, Esquema 9. Al concluir el
tiempo de reaccion, la mezcla se filtrd para recuperar la enzima y se dejo evaporar el
disolvente a presion reducida. El diol de capsaicina se purific6 mediante la técnica de placa

preparativa (cpp), empleando la fase mévil fue n-hexano/AcOEt (50:50).

1) HPU OH
Novozym 435 0
ta,5h o
AcOEt e N HO
2) HACO/H,0 H
20 min.
HO
Esquema 9. Reaccion Telescoped del diol de capsaicina.

Metodologia Computacional
Para la realizacion de este trabajo se utilizaron computadoras personales de escritorio.
Asimismo, se ocupd la supercomputadora Miztli (DGTIC-UNAM), para llevar a cabo la

optimizacion de las moléculas.
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Las moléculas (epoxido de capsaicina y diol de capsaicina) fueron disefiadas en el
programa Spartan 02 para PC. Primeramente, se realizd un anélisis conformacional con
mecéanica molecular usando los niveles de teoria MMFF94 y AM1, implementados en el
mismo programa. Estas estructuras de minima energia, fueron optimizadas con teoria de
funcionales de la densidad (DFT), especificamente empleando el método B3LYP y el

conjunto de funciones base 6-311++G(d,p), utilizando el programa Gaussian 03.

27



RESULTADOS Y DISCUSION

En el contexto quimico

Con este trabajo se busca contribuir a la quimica de los capsaicinoides y, asimismo, a la
filosofia de la Quimica Verde, mediante él se encontrd que con las condiciones estudiadas
es posible generar el epoxido y el diol de la capsaicina. De esta forma, en primera instancia
es apropiado comentar que en base al método de extraccion propuesto por Rosas, 2015. Se
obtuvo un porcentaje del 52.10 % de extraccion de los capsaicinoides mayoritarios, asi la
masa de capsaicina pura en los 200 mg utilizados es de 104.2 mg. Con ello, se llevé a cabo
la generacion del epdxido, el cual se presenta como un aceite rojo con un rendimiento del
81.18 %, Tabla 1.

Tablal. Rendimiento del epoxido de capsaicina.

o N Epoéxido de capsaicina o
Capsaicina pura utilizada Rendimiento (%0)
generado
m mmol m mmol
| : 81.18
104.2 0.3416 89 0.2773

En la Tabla 2 se registran los datos del rendimiento del diol generado por el método por
etapas, haciendo reaccionar 89 mg de epoxido de capsaicina con la mezcla acida,
obteniéndose 93.68 mg del diol de capsaicina para un rendimiento del 99.67 %, el cual se
obtuvo como un aceite rojo, y tomando como base los 104.2 mg de capsaicina usados para
la formacion del epdxido el rendimiento real de la obtencion del diol de capsaicina fue del
80.90 %.

Por otro lado, cuando se llevo cabo el método “Telescoped”, se generaron 60 mg del diol de
capsaicina para un rendimiento real del 51.90 %. Aqui es apropiado comentar que en esta
reaccion, el epdxido que no reacciona es recuperado para su posterior uso en la generacion
de mas diol; esto es la posible causa de gque el rendimiento por esta estrategia sea menor.
Ademas, como alternativa para explicar los bajos rendimientos se puede presentar una
adicién del proton del medio acido al oxigeno del carbonilo y la posterior interaccion del

agua o se puede llevar a cabo una sustraccion del protdn realizada por el nitrégeno de la
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urea formando el intermediario correspondiente. Consecuentemente, se puede concluir que

el mejor método es el desarrollado mediante etapas, esto al generar un mayor rendimiento.

Tabla 2. Comparacion de métodos de obtencion del diol de capsaicina.

Capsaicina pura Diol de capsaicina
Método utilizada obtenido Rendimiento (%)
mg mmol mg mmol
Reaccion
104.2 0.3416 60 0.1770 51.90
“Telescoped”
Por etapas 104.2 0.3416 93.68 0.2763 80.90

La formacion del epdxido de capsaicina se propone se lleve a cabo, mediante la formacion
del peroxiécido a partir del acetato de etilo y del peroxido de hidrogeno-urea con ayuda de
la lipasa Candida antarctica. Obteniéndose como productos el acido peroxiacético y el
etanol (Abdulamlek, y otros, 2014), Esquema 10. En primera instancia se lleva a cabo la
sustraccion del hidrogeno por el nitrogeno de la histidina que es méas electronegativo debido
al residuo carboxilico del aspartato y del &cido glutamico; de esta forma el residuo de serina
ataca al carbono del grupo carbonilo para formar el primer intermediario tetraédrico. Este
intermediario es estabilizado por una interaccion oxianidén-hueco, este ultimo encontrado en
todas las lipasas. Posteriormente, se lleva a cabo un rompimiento del enlace carbono-
oxigeno, en donde el oxigeno sustrae el proton de la histidina provocando la ruptura del
enlace N-H y se produce la salida de etanol. Con la adicién de HPU, el nitrogeno de la
histidina sustrae el proton del peroxido y el oxigeno ataca el carbono del grupo carbonilo
desplazando los electrones © hacia el oxigeno, dando lugar al intermediario tetraédrico Il.
Finalmente, los electrones n del oxigeno se deslocalizan hacia el carbono del grupo
carbonilo provocando la escision del enlace carbono-oxigeno de la serina, el cual sustrae el

proton de la histidina dando lugar a la enzima libre, el peroxiacido acético y urea.
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Esquema 10. Mecanismo de formacion del peroxiacido empleando Candida antarctica.

Una vez generado el peroxiacido, éste reacciona con el doble enlace de la capsaicina
mediante una reaccion concertada, Esquema 11, en donde se observa una adicion syn del
oxigeno del &cido peroxicarboxilico al doble enlace, este hecho se basa en que la
epoxidacion de alquenos por peroxiacidos es un proceso concertado, como sucede en la
reaccion de Prilezhaev, en donde generalmente se obtienen mezclas racémicas. La reaccion
toma lugar en el &tomo de oxigeno terminal del peroxiacido, en donde el HOMO = de la
olefina se acerca al LUMO o™ del enlace O-O en un angulo de 180° generando un estado

de transicion conocido como mariposa, aqui es apropiado comentar que la reaccion es
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estereoespecifica, es decir, el alqueno de partida con estereoquimica trans genera un
epoxido con estereoquimica trans (Kurti & Czéko, 2005).

\

N

— 1 — s

Esquema 11. Mecanismo de reaccion del Epdxido de Capsaicina.

Por otro lado, con relacion a la formacion del diol mediante la apertura del epoxido, como
se comento anteriormente, el mecanismo involucra la protonacion del oxigeno del anillo de
tres miembros que sustrae un proton del acido acético, dando lugar a la formacion un buen
grupo saliente, acto seguido, se lleva a cabo la sustitucion nucleofilica bimolecular por la
molécula de agua. La ruptura del epdxido, se efectla por la parte posterior por donde ataca
el nucledfilo al oxigeno protonado, generando el trans-1,2-diol, como se muestra en el

Esquema 12.
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Esquema 12. Mecanismo de formacion del diol de capsaicina.

Caracterizacion espectroscopica de los productos

La identificacion estructural de los compuestos formados, epoxido de capsaicina y diol de
capsaicina, se realizd primeramente por técnica de espectrometria de masas, mediante los
experimentos de impacto electronico, alta resolucion en tiempo real, bombardeo con

atomos rapidos y alta resolucién de bombardeo con a&tomos rapidos.

EMIE: Al respecto, en el Espectro 1 y Tabla 3, se puede observar el ion molecular para el
epoxido con una relaciébn m/z 321 y un patrén de fragmentacion que contiene las picos
procedentes de la fragmentacion del ion molecular, en este sentido el ion m/z 195 proviene
de un rearreglo de McLafferty; el fragmento de relacion m/z 152 proviene de una pérdida
de 169 Da a partir del ion molecular; el pico de relacion m/z 137 es asignado al ion tropilio,
siendo éste el pico base y, finalmente, el fragmento de relacion m/z 122 es generado por una
pérdida de 199 Da a partir del ion molecular, fragmentos que son corroborados con lo
reportado para la capsaicina y la dihidrocapsaicina (Rosas, 2015). En el Espectro 2 y
Tabla 3, para el diol de capsaicina se puede observar el M** con una relacion m/z 339, asi
como un patron de fragmentacion similar al del epdxido; de esta manera, el ion de relacion
m/z 195 proviene del rearreglo de McLafferty, los picos con relacion m/z 152, 137 y 122
son generados por la pérdida, desde el M*™, de 187, 202 y 217 Da respectivamente; ademas,
es apropiado comentar que en este caso el pico base corresponde al fragmento de relacion
m/z 44 proveniente de una ligera contaminacidn de urea y que corresponde a la pérdida de
16 Da.
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Tabla 3. Fragmentos del epoxido y diol de capsaicina mediante EMIE.

Compuesto M* (% ar) Fragmentos m/z (% ar)[*]

195 (2) [M-126]", 152 (27) [M-169]", 137

Epdxido de capsaicina 321 (3)
(100) [M-184]", 122 (3) [M-199]"

195 (1) [M-144]", 152 (1) [M-187]", 137

Diol de capsaicina 339 (1)
(38) [M-202]*, 122 (1) [M-217]**

(% ar): abundancia relativa, *: asignaciones
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Espectro 1. Espectro del epdxido de capsaicina (70 eV).
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Espectro 2. Espectro del diol de capsaicina (70 eV).

AR-DART+: Es apropiado comentar que estas moléculas fueron identificadas por sus
datos de alta resolucién en tiempo real, de esta forma para el epoxido de capsaicina se
presenta para la formula condensada Ci1sH28N104, una masa exacta calculada de 322.20183
Da y una masa experimental exacta de 322.20239 Da con un error de +1.73 ppm. Para el
diol de capsaicina se tiene la formula condensada CigH3oN1Os, con una masa exacta
calculada de 340.21240 Da y una masa experimental exacta de 340.21271 Da con un error
de +0.91 ppm. Es adecuado resaltar que la unidad de mas en la formula condensada es

proporcionada por el equipo, debido a que en la ionizacidn se proporciona un proton mas.

FAB™: Dado que los iones moleculares presentaron una baja abundancia relativa, se
procedié a obtener los espectros de masas empleando la técnica de FAB™ para tratar de
incrementar la abundancia y, asimismo, la determinacion de la férmula condensada de
manera inequivoca mediante sus datos de alta resolucion. De esta forma, en el Espectro 3,

Espectro 4 y Tabla 4, se pueden observar los iones moleculares con una relacién m/z 321 y
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339 para el epoxido y el diol de manera respectiva. También, puede apreciar un patrén de
fragmentacion comdn al presentado mediante la técnica EMIE.

Tabla 4. Fragmentos del Epoxido y Diol de Capsaicina mediante FAB™,

Compuesto M* (% ar) Fragmentos m/z (% ar)[*]

195 (2) [M-126]", 152 (14) [M-169]", 137

Epdxido de Capsaicina 321 (5)
(49) [M-184]*, 122 (5) [M-199]"

307 (13) [M-32] ™, 195 (2) [M-144]", 152
Diol de Capsaicina 339 (3) (15) [M-187]%, 137 (83) [M-202]", 121
(100) [M-218]**
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Espectro 3. Espectro del epdxido de capsaicina (6 keV).
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Espectro 4. Espectro del diol de capsaicina (6 keV).

AR-FAB™: Es apropiado comentar que estas moléculas fueron identificadas por sus datos
de alta resolucion para el ion molecular mas uno [M+1]*. Asi, para el ep6xido de capsaicina
se presenta la formula condensada C1sH2sN104, con una masa exacta calculada de 322.2021
Da y una masa experimental exacta de 322.2018 Da con un error de +1.00 ppm. Para el diol
de capsaicina con la formula condensada CisH3soN10s, se tiene una masa exacta calculada

de 340.2143 Day una masa experimental exacta de 340.2124 Da con un error de +5.7 ppm.

RMN H: A continuacién, se presentan las estructuras, asi como la numeracién asignada a
las moléculas objetivo, se incluyen también las de la capsaicina y la dihidrocapsaicina.
Aqui es apropiado comentar que la numeracion es personalizada y empieza por el anillo
aromatico de la vainillilamida asi como el etiquetado mediante un acrénimo para cada

molécula.
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En las Tablas 5 y 6 se registran los datos de las sefiales de proton para todas las estructuras
involucradas en este trabajo, aqui es necesario resaltar que las sefiales proporcionadas para
la capsaicina fueron tomadas de la literatura (Gannet, y otros, 1988) y, considerando que al
llevar a cabo la reaccion de epoxidacion en dos pasos o Telescoped solo reacciona la
capsaicina, se puede llevar a cabo la recuperacion de la dihidrocapsaicina con lo que se
pudieron obtener sus respectivos datos los cuales fueron correlacionados con los de la

literatura, espectros no mostrados.
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Tabla 5. Datos de RMN *H de capsaicina, dihidrocapsaicina, epoxido de capsaicina, en
CDClz y del diol de capsaicina, en CDsOD.

H Cap DihiCap EpoCap DCap
5 (ppm)

1 — _— — —

2 — _— - -

3 6.78, s 6.79, s 6.79, s 6.86

4 —— —-- —-- -

5 6.73,d,J=9.0 6.74, d, J=6.0 6.73,d 6.77

6 6.84,d,J=9.0 | 6.85,d,J=6.0 6.84,d 6.73

7 4.33,d,J=6.0 | 4.33,d,J=6.0 4.33,d 4.26

8 — _— - -

9 2.18,t,J=75 2.19,t, J=6.0 2.21,t 2.35,m
10 1.62,p, J=8.1 1.65, p, J=6.0 1.70, p 2.35,m
11 1.37,p, J=6.8 1.2,m 1.5, m 1.32, m
12 1.97, q, J=6.6 1.2,m 1.5, m 1.32, m
13 5.33,m 1.2,m 2.69, td, J=12.0 3.65
14 5.33,m 1.14,q 2.44,dd, J=9.0 3.65
15 2.20, m 1.50, m 1.5, m 1.17
16 0.93,d,J=7.8 0.86,d 0.99,d 0.94
17 0.93,d,J=7.8 0.86,d 0.94,d 0.87
18 3.85,s 3.87,s 3.85,s 3.83,s
19 - 1.99,s
20 - 2.25,m
NH 5.82 5.91 6.04 5.69
OH 5.82 5.96 6.04 5.69

J = constante de acoplamiento en Hertz

Un aspecto importante que cabe resaltar con relacion a las moléculas objetivo, es referido a
que el esqueleto base de vainillilamida no sufre cambios significativos en los

desplazamientos; ademas, es oportuno comentar que en relacion a la cadena alilica, el
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mayor cambio se presenta en las posiciones 13, 14 y 15, por lo que la discusion se centrara
en esas posiciones.

Como se puede observar en el Espectro 5y Tabla 5, para el derivado EpoCap se observa
para el H-13 una sefial triple doble con un desplazamiento quimico de 2.69 ppm, con
relacion al H-14 se presenta una sefial doble de dobles centrada en 2.44 ppm, sefiales que
presentan una constante de acoplamiento J = 3 Hz, con lo que se confirma la presencia de
una configuracién trans respecto al epoxido (Lambert, Shurvell, Lightner, & Cooks, 1998)
y corroborando que el mecanismo sigue la reaccion de Prilezhaev descrita previamente.
También, se observa para el H-15 una sefial maltiple por acoplamiento con los hidrogenos
etiquetados como H-14, H-16 y H-17, esta sefial esta sobrepuesta con las sefiales de H-11y
H-12.
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Espectro 5. Espectro de RMN H para EpoCap (CDCl3/TMS).

En el Espectro 6 y en la Tabla 5 se observa que para el derivado DCap, las sefiales para el

H-3 y H-6 se presentan a un desplazamiento de 6.86 y 6.77 ppm, de manera respectiva. Las
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sefiales correspondientes al H-13 y al H-14 se desplazan hasta 3.65 ppm y presentan una
sola sefial para los dos hidrogenos, posiblemente al encontrarse los protones del OH
disociados, estos hidrogenos se comportan como si tuvieran el mismo ambiente quimico y
magnéticamente equivalentes. EI H-20, correspondiente al OH en C-14, se encuentra
enmascarada dentro de la sefial maltiple de 2.25 ppm, junto con el H-9 y el H-10. La sefial
en 1.99 ppm corresponde al H-19 asignado al OH en C-13. Un aspecto importante en
relacion al proton de la amina y del OH de la region vainillilica, es su intensidad, como se
aprecia en el espectro, ésta es muy disminuida lo que se puede deber a una posible

deuteracion con el disolvente.
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Espectro 6. Espectro de RMN H para DCap (CDCIls/TMS).

RMN 13C: De manera anéaloga a lo descrito en la resonancia de protdn, en la Tabla 6 se
pueden ver los datos de las sefiales de protdn para todas las estructuras involucradas en este
trabajo, aqui es necesario resaltar que las sefiales proporcionadas para la capsaicina fueron

tomadas de la literatura (Gannet, y otros, 1988) y, considerando que al llevar a cabo la
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reaccion de epoxidacion en dos pasos o Telescoped solo reacciona la capsaicina, se pudo

llevar a cabo la recuperacion de la dihidrocapsaicina con lo que se pudieron obtener sus

respectivos datos los cuales fueron correlacionados con los de la literatura, espectros no

mostrados.

Tabla 6. Datos de RMN 3C de capsaicina, dihidrocapsaicina en CDCls y los derivados de

capsaicina en CD30D.

c Cap DihiCap EpoCap DCap
5 (ppm)
1 144.5 145.1 145.1 143.53
2 147.3 146.7 146.8 147.88
3 110.9 110.7 110.8 112.49
4 130.2 130.3 130.2 130.05
5 121.1 120.7 120.7 120.31
6 114.3 114.4 114.5 116.09
7 44.0 43.5 43.5 40.11
8 172.0 173.1 172.7 173.71
9 36.8 36.8 36.4 33.96
10 25.8 25.8 25.7 36.97
11 26.2 27.9 31.7 27.01
12 30.1 29.6 25.4 30.68
13 138.1 29.3 57.6 69.09
14 125.9 38.9 64.2 74.60
15 27.2 27.2 30.5 30.73
16 23.3 22.6 19.0 20.29
17 22.8 22.6 18.4 20.20
18 55.6 55.9 55.9 53.88

Un aspecto importante que cabe resaltar con relacion a las moléculas objetivo, es referido a

que el esqueleto base de vainillilamida no sufre cambios significativos en

los

desplazamientos; ademas, es oportuno comentar que en relacion a la cadena alilica, el
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mayor cambio se presenta en las posiciones 13 y 14, por lo que la discusion se centraré en
ellas.

Como se puede observar en el Espectro 7 y Tabla 6, para el derivado EpoCap se observa
para el C-13 que paso de ser una sefial de doble enlace (138.1 ppm) a una sefial base de
oxigeno a 57.6 ppm, con relacion al C-14, también dejo de ser una sefial de doble enlace
(125.9 ppm) y se presenta a 64.2 ppm debido a que es base del oxigeno del epoxido.
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Espectro 7. Espectro de RMN *3C para EpoCap (CDCIls/TMS).

En el Espectro 8 y Tabla 6, se observa que las sefiales de C-13 a 71.23 ppm y, de C-14 a
74.60 ppm, se desplazan ligeramente en comparacion con las sefiales de EpoCap, debido a
la accion que ejercen los hidroxilos sobre éstos carbonos. Ademas, la sefial del C-10 a
36.97 ppm, se desplaza debido a que por el acomodo de la molécula éste carbono se ve

afectado estéricamente por el OH del carbono 14.
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Espectro 8. Espectro de RMN **C para DCap (CDClL/TMS).

Para determinar la posicion correcta de las sefiales de los compuestos EpoCap y DCap, se
llevaron a cabo diferentes experimentos bidimensionales, los cuales se presentan a

continuacién, asi como la discusion de los mismos.

HSQC (Heteronuclear Single-Quantum Correlation): es un experimento donde se
correlacionan las sefiales a un enlace para acoplamientos heteronucleares *H-*C. Como se
observa en el Espectro 9 y Tablas 5 y 6, para el compuesto EpoCap, la sefial para el H-13
centrada a 2.69 ppm presenta una correlacion con la sefial a 57.6 ppm, sefial que se etiqueto
como C-13. De manera similar, la sefial H-14 ubicada a 2.44 ppm se correlaciona con la
sefial a 64.2 ppm, la cual se asigndé al C-14. También, debido a la complejidad de la
multiplicidad, se llevd a cabo la correlacion para los hidrogenos etiquetados como H-11, H-
12 y H-15, las que tienen correlacion con las sefiales a 31.7, 25.4 y 30.5 ppm de forma
respectiva, sefiales que se etiquetaron como C-11, C-12 y C-15 respectivamente,

estableciendo asi y de manera inequivoca su asignacion.
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Espectro 9. Espectro bidimensional gHSQC para EpoCap (CDCI3/TMS).

En el Espectro 10 y Tablas 5 y 6, para el DCap, se confirma que en la sefial a 3.65 ppm
corresponde al H-13 y al H-14, por su correlacion con las sefiales a 69.09 ppm para C-13 y
74.60 ppm para C-14. También, con este experimento se pudo detectar el cambio en el
desplazamiento de los hidrogenos del anillo aromatico, la sefial a 6.86 ppm asignada a H-3,
correlaciona con la sefial centrada a 112.49 ppm asignada a C-3, para el hidrégeno H-5 en
6.77 ppm se present6 una correlacion con el C-5 en 120.31 ppm y la sefial a 6.73 ppm, H-6,

tiene una correlacion con la sefial centrada a 116.09 ppm asignada a C-6.
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Espectro 10. Espectro bidimensional gHSQC para DCap (CDCI3/TMS).

HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond Correlation): es un experimento donde se
correlacionan las sefiales a dos y tres enlaces de distancia para acoplamientos
heteronucleares *H-13C. Para el compuesto EpoCap, Espectro 11 y Tablas 5 y 6, la sefial
para el H-16 y el H-17 en 0.99 ppm y 0.94 ppm respectivamente, presentan una correlacion
con la sefial en 64.24, que se asigno al C-14, que se encuentra a tres enlaces de distancia.
Dado que el C-13 se encuentra a mas de tres enlaces de distancia del H-16 y del H-17 no

presenta correlacion con estos, de esta forma se puede confirmar la asignacion del C-14 a la

sefial de 64.24 ppm.
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Espectro 11. Espectro bidimensional gHMBC para EpoCap (CDClIs/TMS).

En el caso del Espectro 12 y Tablas 5 y 6 para el DCap, se confirma la asignacion de las
sefales de C-13 y C-14 a 69,09 y 74.60 ppm de forma respectiva. Aqui la sefial ubicada a
1.17 ppm, asignada a H-15, presenta una correlacion con la sefial a 69.09 ppm, que se
encuentra a tres enlaces de distancia la cual se determind que corresponde a C-13,
asimismo, no fue detectada la correlacion, a dos enlaces, de la sefial centrada a 74.60 ppm
del C-14 con la sefal del H-15. En relacion a la sefial en 0.94 ppm, etiquetada como H-16,

se presenta una correlacion a tres enlaces de distancia con la sefial a 74.60 ppm del C-14.
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Espectro 12. Espectro bidimensional gHMBC para DCap (CDCI3/TMS).

COSY (Homonuclear Correlation Spectroscopy): es un experimento donde se
correlacionan los nlcleos de la misma especie *H-'H. Como se observa en la molécula
EpoCap, Espectro 13 y Tabla 5, la sefial en 2.49 ppm, correspondiente al H-14, tiene
correlacién con la sefial en 2.69 ppm, etiquetado como H-13 y, ademas, tiene correlacion
con la sefial en 1.5 ppm, pero no se logra distinguir al hidrégeno debido a la proximidad de
otros dos hidrégenos en esa misma sefial. Asimismo, este experimento sirvié para distinguir
al H-10 con la sefal ubicada en 1.73 ppm, gracias a su correlacion con la sefial en 2.22

ppm, que fue asignada a H-9.
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En el Espectro 14 y Tabla 5, para el DCap, se observa la correlacion que hay entre la sefial

a 3.65 ppm, asignada al H-13 y al H-14. También se observa la sefial centrada a 1.17 ppm,

asignada al H-15. Terminando de confirmar las asignaciones para esos hidrogenos que son

los que tienen cambios mas significativos en su desplazamiento durante las diferentes

sintesis quimicas, en comparacion con el resto de las sefiales, ademas de ser los centros de

reaccion.
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Espectro 14. Espectro bidimensional gCOSY para DCap (CDCI3/TMS).

Con estos estudios bidimensionales, se confirma que tanto para el EpoCap como para el
Dcap se encuentran como mezclas racémicas, ya que no se aprecia la separacion de los

estereoisOmeros.

En el contexto tedrico-experimental
Por otro lado, con ayuda de la quimica computacional se obtuvieron las propiedades
espectroscopicas tedricas de IR y RMN, para una mayor contribucion a la caracterizacion

espectroscopica de las moléculas estudiadas.

RMN: En la Tabla 7 se pueden observar los resultados tedricos y experimentales de RMN
!H y de RMN 3C de las moléculas estudiadas. Es importante resaltar que para el caso de la
molécula DCap, al obtener los resultados finales se presentaron los dos isGmeros

conformacionales, cis-trans, con una diferencia de energia de 2.2 kcal, indicando que estos
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isomeros podrian encontrarse en equilibrio, por lo que se presentaran los datos de ambos

isomeros, a efecto de presentar un mejor estudio comparativo.
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Tabla 7. Valores tedricos y experimentales de RMN *H y 3C de las moléculas estudiadas.

EpoCap trans-Dcap cis-Dcap
Posicion Teobrico Experimental Teorico Experimental Tedrico Experimental
ppm
"H BC 'H e 'H e 'H BC 'H BC 'H BC

1 ---- 153.74 ---- 145.1 - 154.11 ---- 143.53 155.07 143.53
2 ---- 153.67 ---- 146.8 - 153.71 ---- 147.88 154.63 147.88
3 7.546 116.39 6.79 110.8 7.266 117.38 6.86 112.49 6.927 115.16 6.86 112.49
4 - 141.51 - 130.2 - 138.43 -—-- 130.05 137.53 130.05
5 6.828 6.73 120.7 6.615 125.72 6.77 120.31 6.817 126.15 6.77 120.31
6 6.864 6.84 1145 6.904 118.93 6.73 116.09 7.044 119.57 6.73 116.09
7 4.262 4.33 43.5 4.269 48.76 4.26 40.11 4.382 47.56 4.26 40.11
8 -—-- -—-- 172.7 - 179.74 ---- 173.71 179.44 173.71
9 1.961 126.42 2.21 36.4 2.210 37.71 2.35 33.96 2.079 41.13 2.35 33.96
10 1.754 118.32 1.70 25.7 1.520 30.03 2.35 36.97 2.108 25.81 2.35 36.97
11 1.580 47.79 1.50 31.7 1.478 20.96 1.32 27.01 1.544 36.13 1.32 27.01
12 1.583 179.19 1.50 25.4 2.022 30.89 1.32 30.68 1.269 27.70 1.32 30.68
13 2.457 38.19 2.69 57.6 3.988 75.62 3.65 69.09 3.650 81.93 3.65 69.09
14 2.143 30.18 2.44 64.2 3.431 81.41 3.65 74.6 3.292 87.07 3.65 74.6

15 1.126 31.55 1.50 30.5 2.229 34.05 1.17 30.73 1.453 36.22 1.17 30.73
16 1.141 33.31 0.99 19.0 0.933 20.85 0.94 20.29 0.722 22.93 0.94 20.29
17 0.992 64.88 0.94 18.4 0.938 14.23 0.87 20.20 1.081 19.56 0.87 20.20
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Continuacion Tabla 7. Valores tedricos y experimentales de RMN H y 3C de las moléculas estudiadas.

18 3.898 68.44 3.85 55.9 4.216 58.28 3.83 53.88 4.143 58.95 3.83 53.88

19 ---- 38.63 - - 3.457 - 1.99 5.572 1.99

20 ---- 21.58 - - 0.288 - 2.25 2.308 2.25
NH 6.812 20.53 6.04 - 5.376 - 5.69 4.943 5.69
OH 5.177 57.36 6.04 - 5.339 - 5.69 5.284 5.69
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Con los respectivos datos de la Tabla 7 se determind su regresion lineal para poder obtener

la correlacion entre los valores tedricos y experimentales, Gréficas 1-6.

Valor tedrico

Gréfica 1. Relacion de los valores experimentales con los
valores tedricos de RMN H del epoxido.
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Valor experimental

Coeficiente de Correlacion = 0.987309: R? = 97.4779 %: Error estandar del estimado =

0.394697.

Para los datos de *H RMN de EpoCap, el estadistico R? indica que el modelo ajustado

explica 97.4779 % de la variabilidad de los valores teodricos, presentando entonces una

variabilidad del 2.5 % respecto a los datos experimentales. El coeficiente de correlacion es

igual a 0.987309, indicando una relacion fuerte entre los valores experimentales y tedricos.

El error estandar del estimado indica que la desviacion estandar de los residuos es 0.394697

ppm.

Valor tedrico

200
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50

Gréfica 2.Realacion de los valores experimentales con los
valores tedricos de RMN 13C del epdxido.

y =1.0291x + 2.9635
1 R2=0.9977
0 50 100 150 200

Valor experimental
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Coeficiente de Correlacion = 0.998871; R? = 99.7743 %; Error estandar del estimado =
2.62263.

Para los datos de *C RMN de EpoCap, el estadistico R? indica que el modelo ajustado
explica 99.7743 % de la variabilidad de los valores tedricos con los experimentales, se
observa que esta relacion es mucho mas exacta. El coeficiente de correlacion es igual a
0.998871, indicando una relacion muy fuerte entre los valores tedricos y experimentales. El

error estandar del estimado indica que la desviacion estandar de los residuos es 2.62263

ppm.

Grafica 3.Realcion de los valores experimentales con los
valores tedricos de RMN *H del trans-diol

y =0.9616x + 0.1755
R2=0.889

Valor tedrico
N

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Valores experimentales

Coeficiente de Correlacion = 0.942866; R> = 88.8997 %; Error estandar del estimado =
0.748018

Con relacion a los datos de *H RMN de DCap, en este caso para el isomero trans, el
estadistico R? indica que el modelo ajustado explica 88.8997 % de la variabilidad de los
valores teoricos, presentandose asi una variabilidad del 12 % en relacion a los datos
experimentales. El coeficiente de correlacion es igual a 0.942866, indicando una relacion
relativamente fuerte entre los valores experimentales y tedricos. El error estandar del

estimado indica que la desviacidn estandar de los residuos es 0.748018 ppm.

54



Valores tedricos

Gréfica 4. Relacion entre los valores experimentales con
los valores tedricos de RMN 3C del trans-diol
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Valores experimentales

Coeficiente de Correlacion = 0.997251; R? = 99.451 %: Error estandar del estimado =

4.178

Para los datos de *C RMN de DCap, en este caso para el isomero trans, el estadistico R?

indica que el modelo ajustado explica 99.451% de la variabilidad entre los valores tedricos

y los experimentales, con una variabilidad del 0.5 %. EIl coeficiente de correlacion es igual

a 0.997251, indicando una relacion muy fuerte entre los valores teoricos y experimentales.

El error estandar del estimado indica que la desviacion estandar de los residuos es 4.178

ppm.

Valor tedrico

Gréfica 5. Relacion entre los valores experimentales con los

y = 0.9135x + 0.4593
1 R2 = 0.8306
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Valor experimental

Coeficiente de Correlacion = 0.911349: R? = 83.0558 %: Error estandar del estimado =

0.90828.
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Para los datos de 'H RMN de DCap, en este caso para el isomero cis, el estadistico R?
indica que el modelo ajustado explica 83.0558% de la variabilidad entre los valores tedricos
y los experimentales, el porcentaje de variabilidad es del 13 %, presentando méas variacion
que el isdbmero trans. El coeficiente de correlacion es igual a 0.911349, indicando una
relacion relativamente fuerte entre ambos valores. El error estandar del estimado indica que

la desviacidn estandar de los residuos es 0.90828 ppm.

Gréfica 6. Relacion entre los valores experimentales con
los valores teéricos de RMN 13C del cis-diol.
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Coeficiente de Correlacion = 0.994768; R? = 98.9563 %); Error estandar del estimado =
5.63966.

En relacion a los datos de *C RMN de DCap, en este caso para el isomero cis, el
estadistico R? indica que el modelo ajustado explica 98.9563 % de la variabilidad entre los
valores tedricos y los experimentales, presentando una variacion del 1 %. El coeficiente de
correlacién es igual a 0.994768, indicando una relacion relativamente fuerte entre los
valores teoricos y los valores experimentales. El error estandar del estimado indica que la

desviacion estandar de los residuos es 5.63966 ppm.

Con estos datos se puede indicar que el isbmero que mejor correlacion muestra, teérico-
experimental, es el isdmero trans al presentar una menor variacion de sus datos y una
mayor correlacion. Esto esta muy de acuerdo a la estrategia experimental propuesta, en

donde la apertura del epdxido mediante acido acuoso da lugar al diol trans.

56



IR: Como parte de la caracterizacion de las moléculas también se obtuvieron los espectros
de infrarrojo experimentales y tedricos. En las Tablas 8-10 se pueden observar los valores
para cada molécula, los Espectros 16 y 19 fueron los obtenidos experimentalmente y los
Espectros 15, 17 y 18 se obtuvieron de manera tedrica. Con relacion a los datos tedricos
obtenidos para las moléculas objetivo, los valores de las frecuencias vibracionales de IR
calculadas tedricamente fueron sistematicos.

Con relacion al EpoCap en el Espectro 18 y Tabla 8, la banda del OH se encuentran a
3308.64 cm™ y se presenta como una banda intensa y ancha. Las bandas de los CH-13 y
CH-14 se observan a 1025.17 cm™ y 1119.18 cm™, respectivamente, y se presentan como
bandas intensas. La banda a 1460.11 cm™ de mediana intensidad corresponde al enlace C-C
del epdxido. La banda intensa que se encuentra a 1512.73 cm™, de tipo |, fue asignada al
NH de la amida, que coincide con la banda a 1511.35 cm™ del Espectro 17. La banda del
enlace O-C del epdxido se encuentra a 861 cm™ en la region de huellas dactilares, ademéas
de que no varia mucho con su valor tedrico corregido, 885.90 cm™.

La sefial en Dcap a 3357.7485 cm™, Espectro 19, se muestra como una banda ancha y de
mediana intensidad la cual es asignada a los grupos hidroxilo presentes en la molécula. En
el mismo espectro se presentan las bandas de los CH-13 y CH-14 a 1463.62 cm™ y a
1375.93 cm™?, de manera respectiva, las cuales se presentan como unas bandas intensas.
Ademas, también se puede observar la banda del grupo carbonilo a 1646.0147 cm™ para el
epoxido y a 1635.4968 cm™ para el diol, las cuales tienen una buena correlacién con las
respectivas bandas tedricas, 1667.97 cm™ para el epoxido, 1643.62 cm® y 1647.23 cm™*
para los isdmeros del diol trans y cis de forma respectiva.

La correlacidn entre los valores teoricos y los valores experimentales de las Tablas 9, 10 y

11 es mayor del 99 %, lo que es indicativo de una fuerte relacion entre los valores.
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Tabla 8. Datos tedricos y experimentales de IR para EpoCap.

) Valor Tedrico _
Valor Experimental ] Valor Tedrico
Bandas ajustado*
cmt

OH 3308.64 3655.33 3776.56

NH 3091 3492.04 3607.85

CH (C-13) 2957.87 2991.94 3091.17
CH (C-14) 2933.34 2974.05 3072.68
C=0 1646.01 1667.97 1723.29
NH (amida) 1512.73 1511.35 1561.47
C-C (epoxi) 1460.11 1449.86 1497.94
OH 1425.04 1360.63 1405.76
C-O (OH) 1235.63 1219.78 1260.23
CH (C-14) 1119.88 1112.53 1149.43
CH-(C-13) 1025.17 1082.83 1118.74

0-C13, C14 861 885.90 915.28

*Valor tedrico ajustado = 0.9679 * Valor Tedrico.

Coeficiente de Correlacion = 0.994568: R? = 98.9165 %: Error estandar del estimado =
110.665 cm™.
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Espectro 15. Espectro de IR tedrico de EpoCap.
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Espectro 16. Espectro de IR experimental de EpoCap.
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Espectro 17. Espectro de IR teodrico de trans-DCap.
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Tabla 9. Datos tedricos y experimentales de IR para trans-DCap.

Valor Experimental

Valor Tedrico

Valor Tedrico

Bandas ajustado
(cm™)

OH 3357.75 3648.51 3769.51
OH-13 3357.75 3561.18 3679.22
OH-14 3357.75 3723.67 3847.16

NH n.o. 3510.02 3626.43

CH (C-13) 2929.82 2902.48 2998.74
CH (C-14) 2856.16 2882.37 2977.96
C=0 1635.49 1643.62 1698.13
C-O (OH) 1270.70 1226.36 1267.03
C-O (OH-14) 1183.01 1109.73 1146.53
C-O (OH-13) 1154.95 1071.94 1107.49
CH (C-14) 1375.93 1336.38 1380.7
CH (C-13) 1463.62 1420.94 1468.07

*Valor tedrico ajustado = 0.9679 * Valor Tedrico. n.o.= no observado.

Coeficiente de Correlacion = 0.996796; R? = 99.3603 %: Error estandar del estimado =

93.4804 cm™,
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Tabla 10. Datos tedricos y experimentales de IR para cis-DCap.

Valor Experimental

Valor Tedrico

Valor Tedrico

Bandas ajustado
cm't

OH 3357.75 3646.81 3767.75
OH-13 3357.75 3470.61 3585.71
OH-14 3357.75 3657.04 3778.32
NH n.o. 3504.90 3621.14
CH (C-13) 2929.82 2918.61 3015.40
CH (C-14) 2856.16 2870.22 2965.41
C=0 1635.49 1647.23 1701.89
C-O (OH) 1270.70 1255.95 1297.60
C-O (OH-14) 1183.01 1121.09 1158.27
C-0 (OH-13) 1154.95 1048.23 1082.99
CH (C-14) 1375.93 1332.22 1376.40
CH (C-13) 1463.62 1400.16 1446.55

*Valor tedrico ajustado = 0.9679 * Valor Tedrico. n.o.= no observado.

Coeficiente de Correlacion = 0.997176; R-cuadrada = 99.436 %:; Error estandar del

estimado = 86.2619 cm™.
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Espectro 18. Espectro de IR teorico de cis-DCap.
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Espectro 19. Espectro de IR experimental de DCap.
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Como se puede apreciar de los datos de correlacion, el espectro de IR del EpoCap posee
una gran correlacion respecto a al espectro experimental, 0.994568 asi como una variacion
del 2 %, lo que sustenta que el epoxido esta en forma trans. Asimismo, para los isdmeros
trans-cis del Dcap se presenta una gran correlacion entre los valores teoricos y los datos
experimentales, 0.996796 y 0.997176 de manera respectiva, que como se observa, son muy
similares, debido al equilibrio que existe entre ambos isomeros. Con ello se puede justificar

que el diol generado es el isdmero trans al presentar un menor impedimento estérico.

Energia y pardmetros geométricos

De acuerdo al andlisis conformacional se determinaron los conférmeros de méaxima
estabilidad, para ser optimizadas mediante Teoria de Funcionales de la Densidad. En la
Figura 5 y Tabla 11, se presenta la estructura mas estable para EpoCap, el cual posee la
energia 663926.2713 kcal/mol. Para los isomeros del Dcap, en las Figuras 5y 6 y Tabla
12, se presentan los conformeros cis-trans mas estables, los cuales muestran energias con
valores de 711921.6386 kcal/mol para el cis-Dcap y 711919.4424 kcal/mol para el trans-
Dcap, donde la diferencia energética es de 2.19 kcal/mol, por la diferencia energética, estos

conformeros tienen una muy alta posibilidad de coexistir en equilibrio.

Tabla 11. Energia obtenida para EpoCap y para los isomeros de Dcap.

Molécula Energia [Hartree] Energia [eV] Energia [kcal/mol]
EpoCap -1058.1129 28791.2520 663926.2713
cis-Dcap -1134.6041 30872.5776 711921.6386
trans-Dcap -1134.6006 30872.4823 711919.4424
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Figura 5. Conformero més estable del epoxido de capsaicina.

La estabilidad del conférmero del epdxido de capsaicina, Figura 5, se puede explicar al
presentar el menor nimero de eclipsamientos dentro de la molécula, asi como la formacion
de los puentes de hidrogeno intramoleculares. Se presenta una interaccion intramolecular
entre el &tomo de hidrégeno del grupo hidroxilo y el a&tomo de oxigeno del grupo metoxilo
del anillo aromatico, con una distancia de 2.0971 A, la cual es muy cercana a la reportada
por (Metha, Sen, & Kumara, 2011) siendo de 2.10 A. También, se presenta el puente de
hidrogeno formado entre el hidrogeno del nitrégeno (grupo amida) y el atomo de oxigeno
del epoxido con una distancia de 2.2309 A, la cual tiene una ligera variacion a lo reportado
por (Albrecht, Witt, Frohlich, & Kataeva, 2002), 2.32 A, para este tipo de enlace de puente
de hidrdgeno. Los datos de las distancias obtenidas en el presente trabajo son menores que
los reportados por otros autores, indicando que las interacciones intramoleculares
mostradas por los sistemas bajo estudio son mas fuertes.

En las Figuras 6 y 7 se presentan los conférmeros mas estables del Dcap y su estabilidad
puede ser explicada por el menor nimero de eclipsamientos y la formacion de puentes de

hidrogeno intramoleculares. Con respecto al isomero trans, este tiene un puente de
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hidrégeno entre atomo de oxigeno del grupo hidroxilo y el atomo de oxigeno del grupo
metoxilo del anillo aromatico, con un valor de 2.0963 A y, otra interaccion entre el &tomo
de oxigeno del grupo carbonilo y el &omo de hidrogeno del OH en el C-13 con un valor de
2.00083 A. Mientras que el isomero cis, muestra un puente de hidrogeno entre el atomo de
oxigeno del grupo hidroxilo y el &tomo de oxigeno del grupo metoxilo del anillo aromético
con un valor de 2.090 A y uno més entre atomo de oxigeno del grupo carbonilo y el &tomo
de hidrégeno del OH en el C-13 con un valor de 1.8176 A. Es apropiado resaltar que el
isomero trans posee una menor estabilidad respecto a su homologo cis, posiblemente se
deba a la cercania de uno de los hidrdgenos del grupo metoxilo con el atomo de oxigeno del
OH en C-13, generando mayores interacciones y con ello una menor estabilidad. Situacion
que no se presenta para el cis-Dcap, aqui la posible interaccion se llevaria a cabo con el

atomo de oxigeno del OH en C-14.

29

Figura 6. Conformero mas estable del isomero trans-Dcap.
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Figura 7. Conformero més estable del isomero cis-Dcap.

Distancia de enlace

Los parametros geométricos de las moléculas bajo estudio estan reportadas en la Tabla 12,
asi como, las longitudes de enlace obtenidas por difraccion de Rayos X de un capsaicinoide
(Park, Kim, Jeong, Chung, & Yeong, 2002). Al respecto, se indican solamente aquellos
enlaces en donde estan involucrados los heteroatomos. Las longitudes de enlace de las
moléculas son muy similares entre ellas. Los enlaces mas cortos estan entre los
heteroatomos y el hidrogeno. Longitudes de enlace entre el C1-O, C2-OMe y el C8-0 son
similares a las reportadas experimentalmente, mientras que existe una diferencia entre la

distancia reportada del O-H (0.70 A) y las obtenidas en este trabajo.
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Tabla 12. Distancia de enlace tedrico de los heteroatomos de las moléculas sintetizadas.

Atomo trans-Dcap cis-Dcap EpoCap
[A]
C1-0 1.362 1.362 1.364
O-H 0.967 0.967 0.967
C2-OMe 1.368 1.368 1.374
C18-OMe 1.431 1.431 1.425
C7-N 1.468 1.468 1.464
C8-N 1.356 1.356 1.36
N-H 1.009 1.009 1.01
C8-0 1.232 1.232 1.227
C13-0 1.433 1.434 1.451
O-H (19) 0.975 0.975
C14-0 1.435 1.435 1.442
O-H (20) 0.966 0.966

Interacciones intramoleculares

Los resultados del puente de hidrégeno entre el O-H--OMe son muy similares entre las tres
moléculas, Tabla 13, en esta misma tabla se pueden observar los parametros geométricos
entre donador-hidrogeno, donador-aceptor e hidrogeno-aceptor. Asi, la interaccion
intermolecular entre el oxigeno del metoxilo con el hidrogeno del hidroxilo muestra una
distancia de enlace de 2.097 A para el EpoCap, de 2.096 A para el isomero trans y para el
isomero cis de 2.090 A, y de acuerdo a la literatura (Desiraju & Steiner, 1999) los tres
puentes de hidrogenos se consideran como puentes de hidrogeno débiles. El puente de
hidrogeno entre el atomo de oxigeno del grupo carbonilo y el H-19, tiene una distancia de
enlace de 2.001 A para el isomero trans y una distancia de 1.8176 A para el isémero cis, y
cotejando los valores con la literatura el puente de hidrogeno del isdmero trans se considera
como débil y el puente de hidrogeno del isomero cis como fuerte.

Otro dato que se observa en la tabla es la distancia de enlace entre el &omo donador y el
atomo receptor. La interaccion entre el oxigeno del metoxilo y el oxigeno del hidroxilo en

las tres moléculas muestra una distancia de enlace de 2.649 A, que de acuerdo a la literatura
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se considera como puentes de hidrogeno fuertes. Las distancias de enlace de las
interacciones N--O (3.211 A) y O--O, entre el grupo carbonilo y el hidroxilo en los
isomeros cis (2.643 A) y trans (2.933 A), quedan dentro del rango de enlaces fuertes de
acuerdo a Desiraju y Steiner.

Angulo de enlace

Comparando los resultados obtenidos a nivel tedrico de &ngulo de enlace con los indicados
en la literatura (Desiraju & Steiner, 1999), el a&ngulo entre el O-H--OMe se cataloga como
un puente de enlace débil. Los puentes de hidrogeno entre el N-H--O y el puente de
hidrégeno entre el O-H--O del isémero cis se consideran fuertes al quedar dentro del rango
de 130°-180°. Mientras que el puente de hidrogeno entre el O-H--O del isdbmero trans se
considera muy fuerte al estar dentro del rango de 175°-180°.

Si se comparan los resultados obtenidos en cuanto a las distancias de enlace entre las tres
posibles interacciones y angulos de enlaces de los mismos puentes de hidrogeno pueden no
coincidir los resultados. Como es el caso del isomero trans, que con respecto a su angulo de
enlace corresponde a un puente de hidrégeno muy fuerte, pero tomando en cuenta su
distancia de enlace se considera fuerte, donador-aceptor, y débil, hidrégeno-aceptor. Esto se
debe a que los rangos propuestos en la literatura para la clasificacion de los puentes de
hidrogeno no deben de ser utilizados como regla general, y por eso mismo hay rangos de
clasificacién que se sobreponen en sus limites. La misma literatura recomienda usarlos

como guia.
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Tabla 13. Parametros geométricos, angulo de enlace [] y distancia de enlace [A], de los

puentes de hidrégeno intramoleculares.

EpoCap trans-Dcap cis-Dcap
O-H(OH) [A] 0.967 0.967 0.967
H(OH)--OMe [A] 2.097 2.096 2.090
O(OH)--O(OMe) [A] 2.649 2.649 2.643
O-H--OMe [] 114.57 114.55 114.57
N-H [A] 1.013
H--O(epoxido) [A] 2.231
N--O [A] 3.211
N-H--O [°] 162.34
O-H (19) [A] 0.971 0.975
H--O(0=C) [A] 2.001 1.817
0(19)--0(0=C) [A] 2.939 2.643
0-H--0[] 161.75 177.14

Carga

Las cargas parciales atbmicas observadas en la Tabla 14 de las moléculas sintetizadas se

obtuvieron bajo el esquema de anélisis de poblacion natural (NPA). La mayoria de las

cargas entre los mismos atomos de las tres moléculas son muy similares, a excepcién de los

C-13 y C-14, con sus respectivos oxigenos.

Las mayores cargas negativas en los isomeros del diol recaen en los oxigenos 019 y 020 (-
0.783 ey -0.789 e para el 019, -0.752 " y -0.769 e para 020), mientras que en el caso del

epoxido la mayor carga negativa se encuentra en el oxigeno del grupo hidroxilo (-0.677 ¢°).
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Tabla 14. Cargas atdmicas de las moléculas sintetizadas.

Atormo trans-Dcap cis-Dcap EpoCap
]
C-1 0.286 0.287 0.281
C-2 0.271 0.273 0.266
O (OH) -0.675 -0.674 -0.677
H (OH) 0.486 0.487 0.485
O (OMe) -0.573 -0.572 -0.574
C-18 -0.213 -0.21 -0.201
C-7 -0.195 -0.197 -0.194
N -0.619 -0.615 -0.647
H (NH) 0.386 0.386 0.411
C-8 0.694 0.696 0.686
O (C=0) -0.693 -0.691 -0.66
C-13 0.129 0.113 0.096
0O (19) -0.783 -0.789
H (19) 0.497 0.497
C-14 0.127 0.126 0.109
0 (20) -0.752 -0.769
H (20) 0.459 0.472
O (epoxido) -0.602

Mapas de potencial electrostatico

En la Figura 7 se observa el mapa de potencial electrostatico molecular para EpoCap, asi
como para los isdmeros de Dcap representado por un cédigo de colores. En donde la zona
de color rojo representa una superficie de potencial negativo y la zona de color azul
representa una superficie de potencial positiva. De esta forma, la region negativa es
susceptible a un ataque electrofilico, mientras que la region positiva lo es para un ataque

nucleofilico.
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a)

Figura 8. Mapas de potencial electrostatico molecular: (a) EpoCap, (b) cis-Dcap (b) y (c)

trans-Dcap.

Para el epdéxido de capsaicina, Figura 8a y Tabla 14, la mayor parte de la densidad
electronica se concentra en el oxigeno del grupo carbonilo y en menor cantidad en el grupo
hidroxilo del anillo arématico. En contraparte, la deficiencia de densidad electrdnica, no se
encuentra en un solo punto, esta dispersada en la cadena alifatica, desde el C-11 hasta el C-
16.

En cuanto al isomero cis-Dcap, Figura 8b y Tabla 14, su densidad electrénica se encuentra
en el oxigeno del hidroxilo que esta enlazado al C-13 y en menor cantidad al oxigeno del

grupo carbonilo, siendo el atomo de oxigeno del C-13 es el de mayor carga negativa en la
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molécula, seguido por el oxigeno del C-14 y el oxigeno del grupo carbonilo es el tercero
mas negativo. Para la deficiencia de densidad electrdnica, se puede comentar que esta se
ubica en el hidrégeno enlazado al nitrégeno y en los carbonos adyacentes tanto al grupo
carbonilo, C-9, como al nitrégeno, C-7.

En el isbmero trans-Dcap, Figura 8c y Tabla 14, se puede observar que su densidad
electronica no se concentra en un sitio en particular, como ocurre en el epoxido y en el
isomero cis, ésta se encuentra repartida en todos los grupos hidroxilos de la molécula, asi
como en el oxigeno del grupo carbonilo, siendo éstos atomos los que mayor carga negativa
tienen dentro de la molécula. En relacién a su deficiencia, se hace apropiado comentar que
esta se concentra en el hidrégeno enlazado al nitrégeno y en los carbonos adyacentes tanto
al grupo carbonilo, C-9 y C-10, como al nitrégeno, C-7.

Las moléculas sintetizadas pueden ser usadas como intermedios para otro tipo de
moléculas. Una de las propuestas para el diol de capsaicina es la formacion de ésteres
boronicos a partir de &cidos boronicos.

Los acidos boronicos tienden a interaccionar con compuestos que contengan diol para
formar un éster en una reaccion reversible, Esquema 13, el cual depende del pH vy del

disolvente en su estabilidad (Springsteen & Wang, 2002).

©/E{GH}2 ‘?'S_Hz

+ + Diol +

Esquema 13. Formacion del éster bordnico.
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Orbitales moleculares

Las moléculas, epoxido y diol de capsaicina, sintetizados pueden fungir como
intermediarios para la obtencién de otras moléculas, entonces, con la finalidad de predecir
aquellos sitios reactivos ante un posible ataque electrofilico o nucleofilico se determino,
como una aproximacion, el mapa de potencial electrostatico molecular y sus orbitales
HOMO, orbital molecular ocupado de mayor energia y, sus orbitales LUMO, orbital
molecular desocupado de menor energia.

Como se observa en la Figura 9, para las tres moléculas, el orbital HOMO se encuentra
deslocalizado en el anillo aromatico y en los oxigenos de los grupos sustituyentes. Esto es
indicativo de que aqui se pueden llevar a cabo diferentes sustituciones electrofilicas o llevar
a cabo interacciones con centros electrofilicos de moléculas objetivo y establecer una mejor
relacion actividad-estructura. Para el orbital LUMO, en el epdxido se encuentra
deslocalizado en el anillo y los carbonos adyacentes a él, desde C-11 a C-17, siendo
susceptible a diversos ataques por moleculas nucleofilicas para dar lugar a otros derivados
interesantes, sin interferir con las propiedades del anillo aromético. Respecto a los isomeros
del diol comparten su deslocalizacion en el grupo amida y de manera menos pronunciada
en los carbonos del anillo aromatico, asi como en el carbono adyacente al grupo carbonilo,
C-9. Tambien, el orbital LUMO, se aprecia mejor su deslocalizacion en el hidrogeno de la
amida para los isomeros, lo que hace suponer que es un grupo aceptor de electrones y/o que

es muy facil de donar.
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J HOMO rrans-diol \ Y LUMO rrans-diol

Figura 9. Orbitales HOMO y LUMO del epdxido y los dos isémeros del diol.
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En el contexto de la Quimica Verde
Con este trabajo se busca contribuir al acervo de la Quimica Verde, la cual ha sido

ampliamente reconocida y aceptada como un nuevo medio para alcanzar el desarrollo
sostenible, es importante sefialar que, con la aplicacién en mayor o menor grado de los doce
principios de la Quimica Verde, se contribuye a la reduccién de los productos
contaminantes generados durante las reacciones quimicas. Ademas, se debe de tener en
cuenta, que el objetivo real no es la aplicacion de todos los principios, que seria la situacion
ideal, sino considerar la mayor cantidad posible de éstos para generar un mayor

acercamiento verde, de esta forma se encontrd que se abarcaron los siguientes principios:

1.- Prevencion. Es mejor prevenir la generacion de un residuo, que tratarlo y/o eliminarlo
después de su formacion. Tomando en cuenta esto, los residuos generados en este trabajo
son &cido acetico, urea y etanol, todas ellas catalogadas como moléculas, residuo, verdes de
acuerdo a la TRI de la EPA. Ademas, es apropiado comentar que de acuerdo a como ha ido
evolucionando el area de la Quimica Verde, los desechos generados por la parte de la
purificacion son minimos ya que se utilizo la técnica de ccp para realizarla y con ello se

disminuyo el uso de los disolventes para su elucion.

2.- Economia atomica. La evaluacion clasica de la efectividad y eficiencia de una sintesis
es el rendimiento, el cual ignora totalmente el uso o generacion de algun producto no
deseado que es una parte intrinseca de la sintesis. Por otro lado, la economia atdmica es una
evaluacion en donde uno mira que todos los reactantes se incorporen dentro del producto
final; el calculo de este porcentaje se hizo con base en la siguiente relacion (Lancaster,
2002):

. Masa molecular del producto deseado
% Economia atomica = 100 x

Masa molecular de todos los reactantes

De acuerdo a la ecuacion anterior, para la formacion del epdxido se tiene una economia
atdmica del 55.33 % y para la formacion del diol se tiene una economia atomica del 57.79
%. Se puede observar que la economia atdmica es baja; sin embargo, aqui es apropiado

comentar que la economia seria aun mas baja si se utilizard por ejemplo peréxido de
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hidrégeno como agente oxidante ya que requeriria de una mayor cantidad estequiométrica,
para ser precisos de 75 mmoles y un tiempo de reaccion de 8 h. Ahora bien, ain no
tratrdndose de cantidades equimolares, la economia atémica es similar a las cantidades
equimolares 65 y 60 % respectivamente, pero se hace apropiado resaltar que el rendimiento
obtenido seria 30 y 24 % aproximadamente.

3.- Sintesis quimicas menos peligrosas. El desarrollo de la industria quimica ha traido como
consecuencia la acumulacién de residuos y productos de desecho que afectan al ser humano
y deterioran el ambiente; al respecto, un peligro esta definido como una situacion que
puede llevar a un dafio, mientras que el riesgo es la probabilidad de que el dafio ocurra, asi,
el peligro puede ser causado por la exposicién a un quimico, Formula 1 (Anastas, Lauren,
Bartlett, Kirchhoff, & Tracy, 2000) (Anastas, Lauren, Bartlett & Kirchhoff, 2002).

Riesgo = f[peligro, exposicion]

Formula 1. Determinacion del factor riesgo.

En este apartado se tiene, en primera instancia, el empleo de una reaccion a temperatura
ambiente en donde los sustratos y reactivos empleados tienen como caracteristica ser
irritantes, con excepcion del acido acético. En este sentido, el AcOEt empleado como
disolvente y reactivo no corre riesgo de inflamabilidad, asi como el EtOH que se forma en
el seno de la reaccidn por la conversion del acetato a peroxiacido. La enzima empleada no
es considerada toxica y se puede reusar. También, se busca la maxima incorporacion de
éstos al producto final, aqui como subproductos estan la urea, el acido acético y el etanol
compuestos residuos verdes que no son considerados como contaminantes emitidos al
ambiente (EPA, 2017) y el dafio, local o global que pueda suscitarse, por la cantidad
generada es nulo ya que las cantidades son muy pequefias. En el caso de la urea se evito la
formacién gases toxicos dado que se trabajo a condiciones de temperatura y presion
ambiente. En relacion a la parte de la extraccion, se puede comentar que el disolvente no es

considerado como toxico debido a su buena degradabilidad y que la agitacion en el reactor
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de IRC evito su proyeccion. Finalmente, el llevar a cabo la reaccion a temperatura ambiente
protege al usuario al evitar emanaciones, incendios y la proyeccion de la reaccion. En
cuanto a la extraccion, el matraz esta colocado al interior del reactor protegiendo al usuario

de cualquier proyeccidn.

5.- Uso de disolventes seguros o auxiliares. Una sustancia auxiliar estd definida como
aquella que ayuda en la manipulacién de un quimico o quimicos, pero no es parte integral
de la molécula misma, el uso de estas sustancias estd disefiado para cubrir obstaculos
especificos en la sintesis o produccion de una molécula o producto quimico. Los
disolventes utilizados en este trabajo fueron el etanol para llevar a cabo la extraccion y el
acetato de etilo que ademas funciono como reactivo, los cuales de acuerdo a la lista TRI de
la EPA del 2016 no son considerados contaminantes emitidos al medio ambiente.

6.- Disefio de la eficiencia energética. Es sabido que la generacion y consumo de energia
producen el mayor efecto ambiental, de esta forma la quimica desarrolla un papel
importante al emplear la energia en las transformaciones quimicas de las sustancias;
ademas, se ha buscado obtener energia de las diferentes fuentes naturales en una forma que
sea usable para la sociedad y con ello tener un menor impacto ambiental. En este contexto,
es apropiado comentar que la reaccion se llevd a cabo a temperatura y presion ambiente no
hubo consumo de energia. Ademas, es oportuno comentar, en relacion a la extraccion de la
capsaicina/dihidrocapsaicina mediante irradiacion de infrarrojo cercano, en acuerdo con
(Rosas Julieta, 2016) que este método es el mas eficiente para la extraccion.
Consecuentemente, se determind que el consumo energético fue de 0.3375 kWh para un

gasto 0.32 pesos.

7.- Uso de materia prima renovable. Sin duda alguna los procesos en los cuales la materia
prima sea inagotable, seguiran teniendo un mayor auge. Por ello los procesos deben de ser
sostenibles para poder saciar las necesidades actuales sin comprometer la disponibilidad de
los recursos para futuras generaciones. En este sentido, sabemos que la planta del chile es

una planta perenne y cuyo ciclo de crecimiento puede ser modificado para tenerlo durante
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todo el afio. Para este trabajo se empleo el chile habanero, siendo este, ademéas de producto

natural, un material renovable que proporciono el sustrato capsaicina.

9.- Catalisis. La catdlisis es considerada como el pilar fundamental de la Quimica Verde, el
disefio y aplicacién de nuevos catalizadores y sistemas cataliticos son simultdneamente
requeridos debido a los beneficios ambientales y econémicos que se pueden obtener. Al
usar la enzima Candida antarctica, para la epoxidacion se cumple con este principio,
ademas es de origen natural y se puede reutilizar hasta cuatro ciclos mas sin perder su
actividad. También, en relacion a su recuperacion, basta con tan solo una filtracion y un

lavado con agua para eliminar la urea.

11.- Analisis en tiempo real para prevenir la contaminacion. el desarrollo de procesos
analiticos quimicos para la Quimica Verde estd basado en la premisa “t0 no puedes
controlar lo que tl no puedes medir”, por lo que las técnicas son desarrolladas en tiempo
real durante todo el proceso y de esta forma poder efectuar los cambios en el mismo; al
respecto, el avance de la reaccion se evalué mediante ccf, que para los quimicos representa
la forma mas util de determinar cuando se ha completado la reaccion y, asimismo, ver la
cantidad de posibles subproductos que se estén formando bajo las condiciones de reaccion

propuestas.

12.- Quimicos seguros para prevenir accidentes. la importancia de la prevencion de un
accidente en quimica y en la industria quimica no debe ser ignorado, de esta forma un
peligro no debe ser enfocado solamente a la contaminacién o la eco-toxicidad, dado que se
puede potenciar un accidente inadvertidamente mientras se minimiza la generacion de
desperdicios en pro del ambiente, por lo que es necesario realizar un balance entre la
prevencion de la contaminacion y la prevencion de un accidente.

Al respecto, en este principio se adecua notablemente el uso del HPU, dado que si se
emplea peroxido de hidrdgeno este generaria agua como subproducto, un disolvente verde,
sin embargo, genera un bajo rendimiento y se necesita de una mayor cantidad y al emplear
HPU se genera como residuo urea que puede servir como reactivo para otras sintesis por

ejemplo en la sintesis de Biginelli y estd no alcanza su temperatura de descomposicion
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(150-160 °C) dentro de la reaccién no produce gases inflamables y toxicos como amoniaco,
dioxido de carbono, cianato de amonio y biurea; por otro lado, se evité el empleo de
catalizadores metélicos, el uso del &cido m-cloro perbenzoico o acidos minerales fuertes
para generar el epoxido. En relacion al acido acético empleado para llevar a cabo la
apertura del epoxido, como se menciond anteriormente no es considerado toxico emitido al
ambiente y su riesgo viene disminuido al estar diluido con agua. También y de acuerdo a la
lista TRI de la EPA el etanol, a pesar de ser un disolvente flamable, es considerado verde
en funcion de su baja toxicidad y buena degradabilidad y el acetato de etilo no es

considerado como material toxico al ser emitido al ambiente.

Evaluacion del acercamiento del proceso a la Quimica Verde
En muchos trabajos de investigacion publicados se manifiesta presentan un buen o muy

buen acercamiento verde; sin embargo, hasta ahora pocos son en los que se cuestiona qué
tanta es su incidencia en los planteamientos de la Quimica Verde o en los cuales se
proponga cémo evaluar ésta. Por ello, con la finalidad de contribuir a un cambio educativo
que acerque a la quimica a la basqueda cotidiana de la sostenibilidad, se ha implementado
una propuesta para analizar de forma critica y subjetivamente, apegados a los doce
principios de la quimica verde, desarrollos experimentales, tanto de publicaciones en
revistas indizadas, como de préacticas, ejercicios o proyectos educativos, con objeto de

establecer criterios para determinar qué tan verde es un experimento o proceso.

La herramienta metodoldgica que se propone es mixta: cualitativa, mediante un codigo de
color y semicuantitativa, a traves del uso de la escala tipo Likert*® evaluaciones que son
indicadas entre paréntesis. Asi para realizar la evaluacion del acercamiento del proceso a la
quimica verde, se requiere de la elaboracion del diagrama de flujo del método experimental
propuesto, en el cual se incluyen los pictogramas de los reactivos y disolventes, Figura 10,
también, se indica qué principio de la quimica verde se esta evaluando mediante un analisis
justificado en los doce principios, por lo que se requiere conocer con profundidad estos

principios y sus implicaciones (Morales, y otros, 2011).

* Es una escala ordinal que permite ordenar datos en categorias, con objeto de medir una respuesta referente a niveles
diferentes de conocimientos, habilidades y/o experiencias.
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Una vez realizado el diagrama de flujo se coloca un cuadro que contenga el principio que se

abarca y mediante la escala Likert planteada determinar el grado de acercamiento verde

(color-tono) de éstos, finalmente se realiza una sumatoria de las evaluaciones realizadas la

cual se divide entre el total de eventos realizados obteniendo de esta forma la evaluaciéon

correspondiente para el proceso. Asimismo, se enfatiza, qué en relacion al protocolo de la

Quimica Verde, no esta estipulado un nimero minimo de principios que deberian cubrirse

para que un proceso, un producto quimico o una reaccién sean considerados como verdes.

a) Irradiar 3 g de chile seco
con infrarrojo por 15 min

@ b) Adicionar 90 mL de etanol e
irradiar 15 min con infrarrojo

c) Filtrar a gravedad y
concentrar el extracto a presion
reducida

|
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Por etapas

‘ “Telescoped”

A

> @

d) Colocar 200 mg de
capsaicina, 470 mg de
peroxido de hidrogeno-urea,
30 mg de enzimay 7 mL de
acetato de etilo

12(8)
9(10)
3(8)

l

e) Agitar por 5hat.a.,
haciendo seguimiento de
reaccion con ccf, fase movil
AcOEt/n-Hexano (1:1)

i1
|60 |
FEF

5(5)

i

f) Filtrar a gravedad para
recuperar la enzima y evaporar el
disolvente a presion reducida

v

g) Purificacion del epoxido
mediante ccp, fase movil
AcOEt/n-Hexano (1:1)

2(5)

5(5)

h) Adicionar el epoxido y la
mezcla &cida (2 mL HAcO y 1
mL de agua) y dejar 20 min
agitando

3(8)
5(8)

\4

i) Evaporar el disolvente a
presién reducida, y purificar
mediante ccp el diol, fase
moévil AcOEt/n-Hexano (1:1)

2(6)

5(5)

y

S@

d) Colocar 200 mg de 3
capsaicina, 470 mg de
peroxido de hidrogeno-urea,
30 mg de enzima 'y 7 ml de G

acetato de etilo

l

5(5)

e) Agitar por 5hat.a.,
haciendo seguimiento de
reaccion con ccf, fase movil
AcOEt/n-Hexano (1:1)

\4

& @&

f) Adicionar la mezcla acida (2 |[Se{ts))

mL HAcO y 1 mL de agua) y
dejar 20 min agitando 5(8)

l

®

g) Evaporar el disolvente a 2(6)
presion reducida, y purificar
mediante ccp el diol, fase
movil AcOEt/n-Hexano (1:1) 5(5)

Diagrama de flujo del proceso experimental.
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Aqui es apropiado resaltar, que se determinaron dos evaluaciones una para cada proceso y
en base a ellas se determiné la evaluacion total del proceso. En este sentido, para el proceso
por etapas se obtuvo una sumatoria de 140, la que se divide entre 18 eventos realizados
obteniendo un valor de 7.78, lo cual coloca a este proceso con un buen acercamiento verde.
En relacion al proceso Telescoped se obtuvo una sumatoria de 130 que se dividio entre 16
eventos, para un valor de 8.13 colocandolo con un proceso con un muy buen acercamiento
verde.

De esta forma la evaluacion total del proyecto corresponde, mediante la sumatoria de las
evaluaciones individuales de cada proceso, a un valor de 7.95, el cual se describe como un

buen acercamiento verde.

Con lo que se concluye que ambas estrategias son favorables para desarrollar este tipo de
moléculas como alternativa a los procesos quimicos convencionales donde se involucran

agentes oxidantes toxicos.
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CONCLUSIONES

En el contexto quimico

En primera instancia, es conveniente resaltar que tanto la hipotesis como los objetivos
originalmente propuestos, fueron cubiertos.

Se generaron dos compuestos, el EpoCap y el Dcap, los cuales fueron caracterizadas con
los datos correspondientes de RMN: 'H, °C, EM: IE, AR-DART", FAB* y AR-FAB"; IR.
De los dos métodos de sintesis evaluados-comparativamente, en lo general, se determin6
que el mejor es la sintesis en dos pasos, esto debido al rendimiento obtenido; sin embargo,
si hay que tener presente que el método Telescoped ofrece la ventaja de un menor gasto de
materiales para la purificacion y que es posible recuperar el epéxido y, consecuentemente,

volver a usarlo para generar mas diol, propiciando una menor inversién econémica.

En el contexto tedrico-experimental

En relacion a la parte tedrica también se cumplieron con los objetivos propuestos. Mediante
el andlisis conformacional a nivel semiempirico se obtuvieron las moléculas de mayor
estabilidad de los compuestos sintetizados. Y se determinaron sus propiedades geométricas,
sus cargas, sus mapas de potenciales electrostaticos y sus orbitales moleculares de cada
molécula optimizada.

En cuanto a sus propiedades espectroscopicas se compararon los espectros de RMN y de IR
tedricos con sus respectivos espectros experimentales. Obteniéndose para el epdxido de
capsaicina una correlacion del 98.73 % para los espectros de RMN H, 99.89 % para los
espectros de RMN *3C y una correlacion del 99.46 % para los espectros de IR.

En cuanto al diol de capsaicina se obtuvieron tedricamente los espectros de los dos
isdmeros (cis y trans), los cuales coexisten en equilibrio, y se compararon con los
obtenidos experimentalmente. Obteniendo para el isdmero trans una correlacion del 94.29
% para los espectros de RMN *H, una correlacion del 99.72 % para los espectros de RMN
13C y una correlacion del 99.68 % para los espectros de IR. Para el isdémero cis su
correlacion es del 91.13 % para sus espectros de RMN H, una correlacion del 99.48 %

para los espectros de RMN *3C y una correlacion del 99.72 % para sus espectros de IR.
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De esta forma, el desarrollo de la quimica computacional para estas moléculas sirvié como
otra gran herramienta de elucidacion estructural y confirmando que el modelado molecular

presenta una gran cercania a lo generado de manera experimental.

En el contexto de la quimica verde

Dado que el desarrollo experimental se llevd a cabo dentro del contexto de la quimica
verde, en este sentido se hace adecuado resaltar los principios en los que se tuvo incidencia:
Principio 1. Prevencion

Principio 2. Economia atomica

Principio 3. Sintesis quimicas menos peligrosas

Principio 5. Uso de disolventes seguros o auxiliares

Principio 6. Disefio de la eficiencia energética

Principio 7. Materias primas renovables

Principio 9. Catalisis

Principio 11. Analisis en tiempo real para prevenir la contaminacion

Principio 12. Quimicos seguros para prevenir accidentes

Se logrd obtener los compuestos a partir del proceso en dos pasos y Telescoped planteado,
generando con ello un método alterno de produccion para este tipo de compuestos y con
ello incidir en un menor impacto al ambiente.

La aplicacion de estos principios nos permitié conocer cuél es el acercamiento verde, que
presenta nuestra metodologia, ubicAndonos, de manera general, con un buen acercamiento
verde (7), lo que hace de este proceso una excelente alternativa para la produccion de los

compuestos objetivo.
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