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Desarrollo de un proceso para la elaboracién de sales organicas de vainillilamina,
precursoras de amidas

1. ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

AcOEt: Acetato de etilo.

ADN: Acido desoxirribonucleico.
CaLB: Lipasa B de la Candida antarctica.

CAS: Numero de clasificacién de los Servicios de Resumenes Quimicos (Chemical
Abstracts Services).

CCF: Cromatografia en capa fina.

Eq: Equivalente.

FAR: Fenilacetilrinvanil.

FDA: Agencia de Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos.
g/mol: Gramos por mol.

KCI: Cloruro de potasio.

mmHg: Milimetros de mercurio.

MXP: Pesos mexicanos.

Pd/C: Paladio sobre carbono.

PPAA: Anhidrido propilfosférico.

RMN *'H: Resonancia magnética de hidrégeno.
rpm: Revoluciones por minuto.

TLC: Cromatografia en capa fina.

TRPV: Receptores Vainillilicos de Potencial Transitorio, seguido de un nimero indica el
subtipo de receptor.
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2. INTRODUCCION

Los capsaicinoides poseen variados efectos potencialmente benéficos para la salud.
Se ha reportado, por ejemplo, actividad antiinflamatoria, analgésica, anticancerigena,
antitumoral, antioxidante y promotora del metabolismo de las grasas.'®3%4°46:49.50.51,54.55.56
Por lo anterior, los capsaicinoides tienen una posible aplicacién en la clinica para el alivio
del dolor, la prevencién del cancer y la pérdida de peso. Ademas, los capsaicinoides

muestran efectos en el sistema cardiovascular y gastrointestinal.®"

La vainillilamina es el precursor sintético de los capsaicinoides. Los altos precios del
clorhidrato de vainilllamina dan como resultado elevados costos de obtencion de
capsaicinoides, por lo que es de gran interés desarrollar un proceso econémico y eficiente
para la sintesis de sales de vainilllamina a partir de la oxima de vainillina, la cual se

obtiene desde vainillina comercial.

En este proyecto se desarrolld un proceso eficiente para la elaboracién de la oxima
de vainillina, que posee las caracteristicas de la quimica verde. Posteriormente, se
desarrollé el procedimiento para obtener el clorhidrato de vainillilamina por reduccion de la
oxima, y finalmente se transformé el clorhidrato en caprilato de vainilllamina, el cual es
utilizado en el Instituto de Biotecnologia para la obtencion de capsaicinoides sintéticos
mediante técnicas biocataliticas. El desarrollo tecnolégico que surgio de este proyecto

sera transferido a una empresa productiva interesada en el mismo.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Vainillilamina

La vainilllamina (4-hidroxi-3-metoxi-bencilamina) [CAS 7149-10-2] es la materia
prima en la sintesis de capsaicinoides. Es un compuesto inestable, por lo que se
almacena y comercializa como el clorhidrato, este es un producto intermediario en la
preparacion de vainilllamida de acido pelargénico que es utilizado como sustancia activa
para inducir hiperemia, por ejemplo en unglientos para aliviar el dolor muscular y la artritis

o como aditivo alimentario de sabor picante en condimentos y saborizantes.’

3.1.1. Sintesis quimica de la vainillilamina

La estrategia sintética reportada en la literatura para la sintesis del clorhidrato de
vainilllamina parte de la vainillina. La oxima de vainillina [CAS 2874-33-1] se prepara a
partir de vainillina por reaccién con hidroxilamina. Posteriormente, la hidrogenacion de la

oxima catalizada con Pd/C genera vainillilamina (esquema 1)."?

~,,-OH
0 NH,OH, HCI, MeOH NOH H,, Parc, Hl NH,, HCI
HO 67% HO 100% o

O 0 N

~

Esquema 1. Sintesis de 4-hidroxi-3-metoxi-bencilamina (vainillilamina) en dos
pasos.

Como se vera mas adelante, los procesos reportados en la literatura para la sintesis
de clorhidrato de vainilllamina tienen algunas desventajas desde el punto de vista

ambiental.
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3.2. Quimica verde

La quimica verde se define como el disefio de productos y procesos quimicos para
reducir o eliminar el uso y generacion de sustancias peligrosas. Esta definicién y el
concepto de quimica verde se formuld por primera vez en el ano 1990, hace mas de 20
afios. En los afos posteriores, se ha generado una aceptacién internacional que resulté
en la creacién de cientos de iniciativas en programas gubernamentales en quimica verde

en todo el mundo, principalmente en los EE.UU., Reino Unido e Italia.?

Un aspecto importante de la quimica verde es la reduccion de residuos peligrosos
provocados por la industria quimica, ademas del desarrollo de procesos con ahorro

econdmico, de energia y con optimizacién estequiométrica de reactivos.®

La aplicacion de procesos cataliticos proporciona no sélo una solucién para el
problema de los residuos, también hace mas eficiente el gasto de energia y la economia
de materias primas (figura 1).* Particularmente, el uso de biocatalizadores se considera

como una alternativa prometedora.

Reemplazo
de materias
primasy
reactivos

Procesos
mas
eficientes

Reduccion

de costos Catélisis y

Biocatalisis

Reduccion
de residuos
e impacto
ambiental

Figura 1. Ventajas de la catalisis y biocatalisis en quimica verde.
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El uso de biocatalizadores se remonta a tiempos antiguos. Conscientemente son
utilizados desde el comienzo del siglo XX; en 1930, las enzimas ya estaban siendo
utilizadas en la produccion industrial. Las principales fuerzas impulsoras para la aplicacion
de la biotecnologia a escala industrial son la mayor necesidad de quiralidad y el uso de
las moléculas en la industria farmacéutica, otros aspectos importantes son el elevado
rendimiento de productos con alta pureza, la operaciéon en condiciones de reaccién

moderadas y la utilizacién de medios de reaccién acuosos no téxicos.®
Siguiendo los principios de la quimica verde®, cuando son empleados disolventes

organicos, su uso debe ser minimizado y optimizado de manera que se facilite la reaccién

con el minimo de afectaciones ambientales y operaciones realizadas.

3.3. Capsaicina y capsaicinoides

3.3.1. Propiedades

3.3.1.1. Generalidades, consumo, pungencia y produccion

Los chiles, pimientos o ajis, son los frutos de las plantas del género Capsicum sp.
Han sido por muchos afios parte importante de la dieta de poblaciones en varios lugares,
consumiéndose frescos o secos como condimento. Son apreciados por su caracteristica
pungencia. Su consumo es muy importante en varios paises en desarrollo de América
Latina, de Asia y Africa, aunque en los Gltimos afios se ha incrementado el consumo en
paises industrializados como Estados Unidos, probablemente originado por los flujos

migratorios.®

Segun las estadisticas de produccién agricola de la FAO de 2009, China es el
primer productor de chile verde en el mundo. México ocupa el segundo lugar, seguido de
Turquia, Indonesia y Espafia. En cuanto a la produccién de chiles secos, India es el
primer productor a nivel mundial y México se encuentra en el lugar 11. En México el chile

es el décimo cultivo mas importante.’
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La capsaicina (trans-8-metil-N-vainillil-6-nonenamida) [CAS 404-86-4] es la
sustancia responsable del picor de los chiles. Ademas, en los frutos de las plantas del
género Capsicum sp.se pueden encontrar compuestos analogos con diferentes grados de
pungencia. Entre los principales compuestos capsaicinoides presentes en estas plantas
estan los siguientes: nornorcapsaicina, norcapsaicina, homocapsaicina,
nornordihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina, dihidrocapsaicina y homodihidrocapsaicina
(figura 2). Sin embargo, aproximadamente el 90 % del picor es debido a la capsaicina y la
dihidrocapsaicina. Estos compuestos se sintetizan y almacenan principalmente alrededor
de las semillas, en la placenta que las recubre, y la cantidad acumulada depende de
varios factores, entre ellos el genotipo de la planta y las condiciones de cultivo.® La
sintesis de capsaicinoides en la placenta de las semillas se lleva a cabo por condensacion
de acidos grasos con vainilllamina. Estos compuestos son estables en disolventes
organicos y no organicos y producen sensacion de quemazoén al contacto con piel y

algunas mucosas.’

Se ha descrito otro grupo de analogos de la capsaicina, que son los capsinoides.
Entre ellos se encuentra el capsiato, el dihidrocapsiato y el nordihidrocapsiato.” Su
estructura es similar a las de los capsaicinoides, pero poseen un grupo éster en lugar de
la amida presente en los capsaicinoides (figura 2). Esta diferencia tiene como resultado
una menor pungencia que en los capsaicinoides.’ El capsiato se describié por primera vez

en 1998, cuando fue aislado de una variedad de chiles dulces no picantes."
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o) 0]
HO H

Capsaicina HO Capsiato
Q 0
HO " HO
Dihidrocapsaicina Dihidrocapsiato
Q 0
HO H o

Nordihidrocapsaicina Nordihidrocapsiato

Figura 2. Algunos de los principales capsaicinoides (izquierda) y capsinoides
(derecha) encontrados en los frutos de plantas del género Capsicum sp.

Desde hace muchos afos han sido descritas varias aplicaciones farmacéuticas de la
capsaicina y algunos analogos. Esto, sumado a su interés gastronomico, ha impulsado a
varios investigadores a buscar formas de obtener mayores rendimientos en su

produccion.

La capsaicina fue cristalizada por primera vez en 1876 por Tresh y en 1919 fue
descrita su estructura por Nelson y Dawson." Es un producto cristalino blanco sin olor,
con férmula C4gH,7NO; y peso molecular de 305.40 g/mol, soluble en alcohol, en grasas y
acidos grasos e insoluble en agua. Presenta isomerismo cis-trans, encontrandose en la

naturaleza como el isémero trans.™

De acuerdo a su relacién estructura-actividad se puede dividir a la molécula de los
capsaicinoides en tres regiones (figura 3), la del anillo vainilloide, la del enlace central
(amida) y la de la cadena terminal hidrofébica. Se sabe que los sustituyentes en las
posiciones 3 y 4 del anillo son importantes para la potencia pungente. Asi mismo, un
grupo hidrofébico es necesario para una alta potencia; los capsaicinoides con una cadena

de entre 8 y 9 carbonos presentan la mayor actividad.™
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O
O
H
HO
——\ ~ J
Anillo Enlace c . e
vainilloide amida adena hidrofébica

Figura 3. Divisién de la molécula de la capsaicina en relacidn con su estructura-actividad.
La primera region de izquierda a derecha corresponde a la del anillo vainilloide, la
segunda a la del enlace amida y la tercera a la porcién de la cadena terminal hidrofébica.

13.3.1.2. Receptores TRPV

La capsaicina actua sobre los Receptores Vainillilicos de Potencial Transitorio 1
(TRPV4) como un potente y selectivo agonista. Estos receptores son canales idnicos
puerta-ligando que se encuentran en nervios sensores y responden a estimulos quimicos
como la capsaicina y sus analogos, calentamiento nocivo y acidos." Tedricamente
deberian emplearse antagonistas de los receptores TRPV, para bloquear las sensaciones
de dolor; sin embargo estos agonistas (como la capsaicina) promueven una inicial
excitacion de neuronas sensoras, seguida de un estado persistente de insensibilidad,

provocando diversos efectos fisiolégicos en el organismo.

3.3.2. Usos comunes de la capsaicina

3.3.2.1. Alimentos

Debido a la sensacion de “picazén” causada por la capsaicina cuando entra en
contacto con las membranas mucosas, ésta se utiliza comunmente en los productos
alimenticios para darles una sazén picante y/o sensacion de “calor” al contacto con las
mucosas. Hay muchos tipos de productos alimenticios que contienen capsaicina, por

ejemplo, salsas picantes, sazonadores, golosinas, bebidas, entre otros.™

En México se conocen mas de 35 variedades de chile, los cuales son consumidos
tanto frescos como secos, dando a la comida mexicana su sazon caracteristica. Algunas

variedades, como el guajillo y el de arbol, se utilizan en la industria alimentaria como
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materia prima en la extraccion de oleorresinas de chile, que son empleadas como
colorantes y saborizantes (BioquimexReka S.A. de C.V., por ejemplo). Los principales
capsaicinoides que se encuentran en la oleorresina del chile de arbol son la capsaicina o
N-vainillin-8-metil-6-nonenamida (70 %), la dihidrocapsaicina (22 %) y otros tres en menor
cantidad, la nordihidrocapsaicina (7 %), la homocapsaicina (1 %) vy la
homodihidrocapsaicina (1 %). De todos estos compuestos, la capsaicina es el mas

pungente.’®

53.3.2.2. Fuerza no letal

La capsaicina es también el ingrediente activo en los agentes quimicos para el
control de disturbios y defensa personal, como lo es el llamado “spray de pimienta”.
Cuando el aerosol entra en contacto con la piel, especialmente en los ojos o las mucosas,
es muy doloroso; respirar pequefias particulas del aerosol puede causar dificultad para

respirar, lo cual sirve para disuadir a los agresores."’

La capsaicina también se utiliza para repeler plagas de mamiferos. Los objetivos
especificos de los repelentes de capsaicina son los ratones de campo, ciervos, conejos,

ardillas, perros de ataque y algunos insectos."”

3323 Medicina

La capsaicina se usa como un analgésico en pomadas tdpicas, aerosoles nasales y
parches dérmicos para aliviar el dolor. Se puede aplicar en forma de crema para el alivio
temporal de dolores menores, dolores musculares y de articulaciones asociados con la
artritis, dolor de espalda, torceduras y esguinces.'® También se utiliza para reducir los
sintomas de la neuropatia periférica, como la neuralgia post-herpética causada por el

virus del herpes zoster."

3.3.3. Sintesis

Se han descrito varias rutas para la produccion de capsaicina y capsaicinoides:
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3331 Biosintesis de capsaicinoides.

Se efectia por la accion de la capsaicinasintetasa sobre una cadena de &acido
graso y vainillilamina; requiere la presencia de iones magnesio Mg, ATP y Coenzima
A." La vainilllamina es un intermediario de la via de sintesis de los fenilpropanoides que
forma compuestos derivados del esqueleto de la fenilalanina, requeridos en la biosintesis
de la lignina, y que sirven como precursores para muchos otros compuestos como
cumarinas, lignanos y flavonoides, involucrados en la defensa, soporte estructural y
supervivencia de muchas plantas.”® La modificacién en las condiciones de cultivo del chile
puede alterar la concentracion de capsaicina y analogos. El cultivo en condiciones de
poca humedad puede generar una mayor produccion de capsaicina en los frutos. El
estado nutricional y las condiciones fisicas de los chiles pueden también influir en la
concentracién.?’ El aislamiento de capsaicina proveniente de frutos requiere
necesariamente de un proceso de extraccién y purificaciéon que se enfrenta a dificultades
inherentes a los escasos rendimientos (30 a 40 % del total de capsaicina en el fruto) y a

las caracteristicas organolépticas del compuesto, que hacen dificil su manejo.

3332 Produccién In Vitro.

Se ha logrado la obtencidén de capsaicina y sus analogos cultivando diferentes
células de chile. Los cultivos pueden hacerse en suspension o con células inmovilizadas,
presentando estos ultimos mayores rendimientos. Se puede modificar la acumulacion de
capsaicinoides inhibiendo la produccién de biomasa o con la adicidon de precursores en el

cultivo.r*#

53.3.3.3. Sintesis quimica

Las aplicaciones médicas de los capsaicinoides han estimulado la busqueda de
rutas sintéticas para su producciéon. Sin embargo, la pungencia que estos compuestos
poseen, puede limitar sus aplicaciones, por lo que se ha buscado obtener compuestos
que mantengan las propiedades deseadas de los capsaicinoides, pero sin el picor que
podria limitar su uso.” Entre las sintesis descritas, la combinaciéon de estrategias
quimicas y enzimaticas puede representar ventajas en relacion con seguridad,

selectividad e impacto ambiental.?
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Tras el interés que se ha generado en los capsaicinoides y capsinoides y sus
posibles aplicaciones, distintos grupos de trabajo han tratado de obtener nuevos
compuestos analogos de la capsaicina que posean mejores caracteristicas que permitan
su aplicacion.

Mcllvain 'y col. describen la acilacion del clorhidrato de 4-hidroxi-3-
metoxibencilamina (i) (clorhidrato de vainilllamina) con diferentes cloruros de acilo (ii)

para obtener diversos capsaicinoides (iii), como se ilustra en el esquema 2.2

o) o)
HO ClI” R, NaOH 0.5 N HO
i i ii

R4= (CH3),-CH;

n=0-12; 14

Esquema 2. Acilacion del clorhidrato de vainillilamina (i) con diversos cloruros de
acilo (ii)

En 1996, Appendino reportd la sintesis de nuevos y potentes capsaicinoides, que
demostraron tener una gran afinidad por receptores vainillilicos.?* En 2001 Lee y su grupo
reportaron las sintesis de potentes antagonistas, analogos de benzacepina y de
tetrahidroisoquinoleina.”® Posteriormente en 2002, este mismo grupo presenté un trabajo
en el que se compara la actividad como antagonistas TRPV1 de dos compuestos
analogos de la capsazepina, uno de los cuales se encuentra fluorado.?® Basado en estos
estudios, en 2003, Appendino reportd la sintesis de compuestos halogenados (Cl, Br e )
analogos de la nordihidrocapsaicina (figura 4). La halogenacion se llevé a cabo en las
posiciones 5 o 6 del anillo vainillilico. Los compuestos obtenidos resultaron ejercer efectos
antagonistas sobre TRPV1, efectos contrarios a los que por si mismo tiene el compuesto
no halogenado. Los antagonistas mas potentes fueron los que se encontraban
halogenados en la posicion 6, y el compuesto de yodo presentd la mayor potencia de
todos.?
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Figura 4. I1zquierda, nordihidrocapsaicina empleada por Appendino para la sintesis
de compuestos halogenados. Derecha, compuesto iodado en posicion 6 del anillo
vainillilico obtenido por Appendino.?’

En 2002, el mismo Appendino® reportd la sintesis de nuevos analogos de la
capsaicina, como rinvanil a partir de olvanil. Observd que las insaturaciones y/o la
presencia de grupos polares podian mantener o incluso mejorar la actividad del
compuesto. El olvanil es un capsaicinoide similar a la capsaicina, pero con un minimo de

pungencia;® por eso se ha extendido el interés en desarrollar analogos no pungentes.

En 2005, Appendino,® reporté la sintesis de fenilacetilrinvanil (FAR) a partir de
acido ricinoleico. Primero protegié el acido carboxilico usando tricloroetanol, para asi
poder realizar una fenilacetilacion sobre el alcohol de la posicion 12 y posteriormente
desproteger al acido y transformar en la amida empleando clorhidrato de vainillilamina,
trietilamina y anhidrido propilfosfénico (PPAA) (esquema 3). Evalué la actividad de varios
analogos con diferentes cadenas de acidos grasos, pero se obtuvieron los mejores
resultados con el FAR, que demostré ser un muy potente agonista de los TRPV4, con una
actividad similar al agonista mas potente descrito (resiniferatoxina; 20 veces mas potente

que la capsaicina).
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Q Cl cl
= OH Tricloroetanol, DCC,.DMAP = o
Cl
OH OH
a)AFA, DCC, DMAP
b)Zn, acido acético, MeOH
O o)
z NH\@O\ [Vainillilamina]HCLEL,N, oH
OH PPAA
OY\@ 7
! T
FAR

Esquema 3. Ruta de sintesis descrita por Appendino® para la obtencion de
Fenilacetilrinvanil.

Diferentes capsaicinoides han sido aislados de distintas variedades de chile por
medio de técnicas de CCF o HPLC. Sin embargo, el contenido relativo de los
componentes depende del género y especie y las concentraciones totales pueden ser
muy bajas. Por ejemplo, se ha reportado que existen analogos de capsaicina con cadenas
laterales largas de alquilo (C14-C5) que no tienen ningun sabor picante, pero aun asi
estimulan la liberacién de adrenalina y aumentan el metabolismo de las grasas.’*
Desafortunadamente, estos analogos de capsaicina de cadena larga no picantes son
componentes menores en chiles y son dificiles de separar de la capsaicina natural. Por lo
tanto, la sintesis quimica de analogos de la capsaicina ha sido motivada por la busqueda
de sustitutos picantes de capsaicina natural y el desarrollo de farmacos no irritantes, con

propiedades antioxidantes y con otros tipos de actividad.

El éxito limitado en la produccion quimica de analogos de capsaicina a partir de
vainilllamina y donadores de acilo se debe, entre otros factores, a la toxicidad de los
agentes cataliticos y condensantes, la formacién de productos no deseados y los
procesos engorrosos de proteccion y desproteccién del hidroxilo fendlico. El uso de
enzimas para las transformaciones novedosas y eficientes de compuestos organicos es

uno de los resultados mas impresionantes de la interaccién entre la quimica organica y la
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enzimologia. Como consecuencia, la sintesis enzimatica de analogos de capsaicina se ha

convertido en una alternativa interesante a la sintesis quimica tradicional.

3334 Sintesis enzimatica

El empleo de enzimas en la sintesis organica tiene una gran importancia, derivada
de las ventajas que presenta sobre los métodos convencionales de sintesis quimica. Las
enzimas son compuestos de naturaleza proteica, sintetizados por organismos vivos, como
catalizadores naturales involucrados en un sinfin de reacciones llevadas a cabo como

parte de sus procesos biolégicos.

Las enzimas usadas en la catalisis de reacciones organicas pueden ser de tipo
salvaje cuando son usadas tal cual las ha producido el organismo en cuestion,
recombinadas cuando se emplean técnicas de intercambio de genes para obtener
enzimas con mejores caracteristicas y genéticamente modificadas cuando se ha
manipulado genéticamente al organismo para producir enzimas con caracteristicas
deseadas (por ejemplo, hacerlas resistentes y funcionales en distintos rangos de
temperatura o pH). Durante la reaccién, las enzimas pueden encontrarse disueltas,
suspendidas o inmovilizadas, y algunas pueden emplearse en disolventes organicos,
acuosos o0 mezclas bifasicas. Regularmente cuando se emplean de forma inmovilizada, se
pueden recuperar y ser recicladas varias veces sin pérdida importante de su actividad.

También pueden emplearse microorganismos vivos que produzcan la enzima catalitica.

La biocatalisis de reacciones organicas tiene grandes ventajas sobre la catalisis
quimica comun. El empleo de catalizadores enzimaticos ofrece una mayor regio, quimio y
estereo selectividad, convirtiéndolos en el medio perfecto para la obtencion de
compuestos enantiopuros, al ser la quiralidad un factor importante en la actividad de los
farmacos enantioméricos. Sin embargo, el empleo de enzimas no se reduce a la sintesis
de compuestos quirales, sino que también es empleada en la obtenciéon de algunos
compuestos que por medios quimicos convencionales seria muy complicado o imposible
sintetizar, presentando como ventajas el poder catalizar reacciones a temperatura
ambiente y reducir la generacion de productos indeseados como resultado de reacciones
de isomerizacidon, racemizacion, epimerizacion o transposicion favorecidas por

condiciones de reaccion mas extremas.*
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Adicionalmente a las ya citadas ventajas de la biocatalisis, se suman ventajas en los
aspectos econdmicos y ambientales. Al ser altamente selectivas se puede reducir el
numero de pasos de una reaccién e incrementar los rendimientos, lo que a su vez
repercute positivamente, favoreciendo una disminucion en el consumo de recursos y
disminuyendo el impacto ambiental que significa el empleo de algunos disolventes o
fuentes de energia altamente contaminantes, a veces requeridas en reacciones de
sintesis por métodos comunes. Por otro lado, el empleo de métodos enzimaticos para la
produccion de perfumes, saborizantes o fragancias, puede permitir su comercializacion

como “productos naturales” ayudando a su aceptacion en el mercado.*

Existen diferentes enzimas que son empleadas en la sintesis de compuestos
organicos, dependiendo del tipo de reaccion que catalicen. Dentro de estas enzimas, las
lipasas son empleadas principalmente para catalizar hidrélisis, alcohdlisis, amindlisis,
esterificaciones y transesterificaciones sobre triglicéridos y analogos, y tienen actividad
sobre acidos grasos de cadenas saturadas cortas a largas, desde 4 hasta 16 atomos de

carbono.*®

La lipasa B de Candida antarctica (CaLB) tiene como sustratos una gran variedad
de alcoholes primarios y secundarios. Sin embargo, su actividad sobre acidos carboxilicos
se reduce principalmente a acidos de cadenas no ramificadas.® La CalLB es empleada
para catalizar hidrolisis en medios acuosos y esterificaciones en disolventes organicos;
tiene varias aplicaciones industriales gracias a su alta estereoselectividad, amplio rango
de sustratos y su estabilidad térmica y en disolventes organicos. La CalLB pertenece a la
famila de las alfa-beta hidrolasas.®” Todas estas caracteristicas han servido de incentivo
para el estudio y modificacion de la enzima en busca de obtener mejores caracteristicas,
incrementar el numero de sustratos, el rango térmico, incrementar la expresion en los

microrganismos productores, etc.®

Kobata y col. reportaron conversiones de 40-59 % después de 72 h en la sintesis
catalizada por lipasa de analogos de capsaicina por amidaciéon de vainilllamina con
diferentes donantes de acilo en un medio tampén de borato.*® En informes mas recientes,

los mismos autores llevaron a cabo la sintesis de analogos de la capsaicina por
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transacilacién de la capsaicina con acidos grasos libres o aceites naturales, empleando
CalLB en hexano o CO, supercritico. En este ultimo caso, se obtuvo 54 % de las amidas
en CO, supercritico después de 72 h a 19 MPa. Para la sintesis de
vainilliitetradecanamida se informaron conversiones de 85 % a 70 ° C en condiciones

similares.®®*°

Reyes-Duarte y colaboradores en 2002,*" sintetizaron olvanil a partir de acido oleico
y clorhidrato de vainilllamina mediante una reaccion enzimatica catalizada por CalLB,
explorando diferentes medios organicos. Ya antes*’ se habia intentado este tipo de
sintesis en un sistema bifasico (organico-acuoso) pero con un rendimiento muy bajo,
quiza por la competencia entre la amindlisis y la hidrélisis catalizada por la misma enzima.
Castillo, miembro del mismo grupo de trabajo, reporté también la sintesis de capsiato,

promovida por CaLB, a partir de capsaicina.

53.3.3.5. Sintesis quimico-enzimatica

Castillo y colaboradores, reportaron en 2008 |a obtencién de FAR partiendo de
aceite de ricino, que por metandlisis generd ricinoleato de metilo. Se exploraron dos
posibilidades a partir de aqui, con vainilllamina y CalLB. La primera consistid en la
amindlisis enzimatica del ricinoleato con vainillialmina y su posterior fenilacetilacion. La
segunda estrategia fue realizar primeramente la fenilacetilacion de ricinoleato de metilo y
después la amindlisis selectiva catalizada por la enzima, con posterior desacilacion
regioselectiva con pirrolidina. La innovacion de este método es el empleo de catalizadores
enzimaticos (CalLB) que incrementan el rendimiento global de estas reacciones (esquema
4).
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Aceite de ricino m /\@
KOH a) AFA, DCC, DMAP

MeOH Vainillilamin b)Pirrolidina
0,
IO CalB >
. m L
OH

AFA, DCC,
DMAP Va|n|II|Iam|na

CalB
70 %

Esquema 4. Las dos estrategias de sintesis de FAR reportadas por Castillo y
colaboradores.”

Recientemente, Lopez-Ortiz y col.** reportaron la sintesis de nuevos analogos del
FAR, en donde se ha sustituido la vainilllamina por N-metil-(2,5)-diazabicicloheptano

(esquema 5). Estos autores describieron también la actividad de estos compuestos sobre
los receptores canabinoides 1 (CB,).

0] 0] (0]
(0] —a > f0) — b 5 0

Esquema. 5. Sintesis del analogo de FAR reportada por Loépez-Ortiz.** Condiciones de
reaccion: a) Novozym 435 (CaLB), acetona/agua 6:4, buffer de fosfatos 100 mM pH 7,5,
37 ° C, 1 hora; b) 1. Cloruro de pivaloilo, diclorometano; 2. N-metildiazabiciclo heptano.

—
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3.3.4. Usos terapeéuticos de la capsaicina y capsaicinoides

Se han descrito multiples efectos farmacolégicos y fisiolégicos para los
capsaicinoides, incluyendo actividad analgésica, antiinflamatoria, anticancerigena,
antitumoral, antioxidante y anti-obesidad. Por lo tanto, tienen un alto valor potencial en la
clinica para el alivio del dolor, la prevencién del cancer y la pérdida de peso. Ademas, los
capsaicinoides también muestran beneficios en el sistema cardiovascular vy

gastrointestinal.*®

13.3.4.1. Analgésico.

Formulaciones tépicas con distintas concentraciones de capsaicina (regularmente
de entre 0,025 a 0.1 %) son empleadas en el tratamiento del dolor. En 1850 se gener?¢ el
primer reporte formal de su uso en el tratamiento del dolor. En este reporte se recomienda
la aplicacion de un extracto alcohdlico en el tratamiento de la sensacion de quemazon y
picazon de piernas.”® La capsaicina es el principal capsaicinoide empleado en el
tratamiento del dolor. Se usa de forma tdopica y local en el tratamiento de la inflamacién
por calentamiento y la hiperalgesia por contacto con quimicos nocivos. También se
emplea en el tratamiento del dolor por artritis reumatoide o la fibromialgia y hay un estudio
clinico en fase 2 donde se prueba como tratamiento a largo plazo en el dolor
postquirurgico y de la osteoartritis. Las cremas de uso topico en general tienen una

actividad de media a pobre en el tratamiento del dolor crénico.'®

El capsiato es mas lipofiico y menos estable en las condiciones acuosas
fisiolégicas. Es probable que debido a esta inestabilidad no presente efectos

analgésicos.™

3342 Anticancerigeno

El cancer es un conjunto de mas de 100 enfermedades que se caracterizan por el

crecimiento anormal de un grupo de células en el cuerpo.*’




Desarrollo de un proceso para la elaboracién de sales organicas de vainillilamina,
precursoras de amidas

Se estima que en paises industrializados, el cancer es la primera causa de muerte,
mientras que en paises en desarrollo ocupa la segunda después de las enfermedades
cardiovasculares. Segun la Agencia Internacional de Investigacién en Cancer, durante
2008 se presentaron 12.7 millones de casos nuevos y 7.6 millones de personas murieron

por alguin proceso canceroso.*®

Desde hace ya afos ha sido demostrado que capsaicina y dihidrocapsaicina poseen
actividad antitumoral in vitro e in vivo. En cultivos celulares la capsaicina puede bloquear
la migracién de células cancerosas de mama y matar células cancerosas de prostata.*.
En animales, la capsaicina ha logrado reducir en 50 % el tamafo de tumores de cancer de
mama asi como reducir en 80 % lesiones pre-neoplasicas y la inyeccion directa de
capsaicina puede reducir hasta 80 % el tamafio del tumor.”. La capsaicina también ha

demostrado inducir la apoptosis de células humanas de cancer de lengua.”’

Los capsaicinoides previenen la proliferacion, la migracién e inducen la apoptosis de
células malignas. La proliferacién juega un papel principal en el desarrollo del cancer en
cualquier estadio. Se ha reportado la represion del crecimiento de células inmortalizadas o
de ciertos tipos de lineas celulares cancerosas empleando capsaicina o dihidrocapsaicina
por la via del arresto de ciclo celular, la apoptosis, la autofagia y/o por la via de la

activacion metabdlica celular.

Aunque la actividad anticancerigena de capsaicinoides es bien reconocida, hay
datos contradictorios sobre sus efectos contra el cancer y su prevenciéon. Hay reportes de
que los extractos de capsaicina del chile pueden también actuar como co-cancerigenos o
promotores de tumores.’? Ademas, se ha propuesto que los metabolitos de la capsaicina
(tales como los radicales fenoxireactivos) pueden atacar el ADN vy activar la

mutagenicidad y transformacién maligna.>®

13.3.4.3. Antiinflamatorio

Las propiedades antiinflamatorias que posee la capsaicina estan relacionadas con
su capacidad para inhibir la expresion del microRNAciclooxigenasa 2 (COX-2) inducible,

involucrado en procesos dolorosos y la respuesta inflamatoria.*
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13.3.4.4. Antioxidante

5

En 2012, Si y colaboradores,” estudiaron las propiedades antioxidantes de la
capsaicina, buscando el grado de oxidacion de los acidos grasos presentes en muestras
de aceite de canola, sometidas a diferentes condiciones de temperatura, encontrando que
el grado de oxidacién disminuia en relacion directa a la cantidad de capsaicina que se

adiciond a cada muestra.

13.3.4.5. Anti-obesidad

En 2013, en un estudio de revisién, Stephen Whiting y colaboradores®® reportan que
la pérdida de peso relacionada con el consumo de capsaicina se produce por el
incremento del gasto energeético, el incremento en la oxidacion de lipidos y la reduccion de
apetito, y aunque no se entiende bien el mecanismo, se acepta que estos efectos estan

relacionados con la funcion de los TRPV;.

3.3.5. Impacto econdmico de la capsaicina y capsaicinoides

Para la sintesis quimica de los capsaicinoides, la vainilllamina es el compuesto
precursor. Este compuesto tiene un precio comercial de $556.00 MXP el gramo y soélo es
distribuido por Laboratorios SIGMA-ALDRICH en dicha presentacion, mientras que un
gramo de vainillina (la materia prima de la vainilllamina) se puede adquirir por $2.40/g
MXP en presentaciéon de dos kilogramos en la misma distribuidora. Por otra parte, el
precio de un gramo de capsaicina de SIGMA-ALDRICH es de $12,050.00 MXP (precios

consultados el 20-enero-2015).
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4. PROBLEMA DE ESTUDIO

Las variadas aplicaciones de la capsaicina, asi como de diferentes analogos
capsaicinoides, en los campos alimenticio, farmacéutico, de defensa personal y de control
de plagas promueven el desarrollo de métodos eficientes de obtencion de estos
compuestos. Es, por tanto, de gran interés explorar la sintesis y el empleo de diferentes
sales organicas obtenidas a partir de vainillilamina y acidos carboxilicos de cadena larga
como precursores para la sintesis de capsaicinoides, en un proceso eficiente, ambiental y

econdmicamente viable.
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5. OBJETIVOS

. General:

e Desarrollar un proceso eficiente y econémico para la elaboracion de sales

organicas precursoras de capsaicinoides sintéticos.

1. Especificos:

eDesarrollar condiciones eficientes de reaccion para la obtencién de la

oxima de vainillina, a partir de vainillina comercial.

e Desarrollar condiciones de reaccioén eficientes, seguras y econémicamente

viables para la obtencion de vainilllamina a partir de la oxima de vainillina.

e Desarrollar un proceso de sintesis eficiente y econdmicamente viable para
la obtencion de sales organicas de vainillilamina con acidos carboxilicos de 8 a “n”

carbonos.

eEscalar hasta 100 g del producto final el proceso que haya demostrado
tener los mejores resultados en cuanto a alto rendimiento del producto,

condiciones de seguridad y bajo dafio ambiental.
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6. HIPOTESIS

Es posible desarrollar un proceso seguro, asi como econdmica y ambientalmente
viable para la obtencion de sales de vainilllamina con acidos grasos, como precursores

en la sintesis de capsaicinoides.
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7. METODOLOGIA

7.1. Materiales

‘7.1 .1. Reactivos

Los materiales quimicos que se emplearon en este trabajo pertenecen al inventario
de reactivos del Laboratorio 9 planta alta de la Unidad Multidisciplinaria de Investigacion
Experimental Zaragoza. Los reactivos empleados fueron adquiridos en Aldrich®, a menos
que se especifique lo contrario, y los disolventes fueron purificados por destilacion

fraccionada.

2-Metil-2-butanol (2M-2B)

Acetato de etilo (AcOELt)

Acetato de sodio (AcONa)

Acetona (CH3(CO)CH3)

Acido acético (CH3-COOH (C,H40,))
Acido caprilico (CH3-(CH,)s-COOH)

Acido clorhidrico (HCI)

Acido metansulfénico (CH;—SO3H)

Acido sulfarico (H,SO,)

Bicarbonato de sodio (NaHCO3)

Buffer de fosfatos pH 7,5

Celita

Clorhidrato de hidroxilamina (NH,OH HCI)
Diclorometano (DCM)

Heptano (CH;CH,CH,CH,CH,CH,CH)
Hexano (CH3CH2CH2CH2CH2CH3)
Hidrogeno gas (INFRA)

Hidroxido de amonio (NH,OH)

Hidréxido de potasio (KOH)

Hidréxido de sodio (NaOH)

Lipasa B de Candida antarctica (Novozym® 435)
Metanol (MeOH)

Metil-ter-butiléter (MTBE)

Nitrogeno molecular (N, gas)

Paladio sobre carboén al 5 % (Pd/C 5%)
Potasa metandlica 1.1 M (KOH/MeOH 1.1 M)
Soluciones buffer pH 7 y pH 4

Sulfato de sodio (Na,SO,)

Tolueno (CsHsCH3)
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Trietilamina (Et;N)
Vainillina comercial

7.1.2. Equipo de laboratorio

Agitadores magnéticos

Aparato de hidrogenacion Parr Instrument Company
Aparato de puntos de fusion Fisher Johns

Balanza analitica Ohaus mod EP64C

Bomba de vacio Vacuubrand mod MZ2CNT
Canastillas de calentamiento

Incubadora con agitacion orbital Heidolph Unimax 1010
Lampara de UV UVGL-58

Micro-pipetas Gilson EK91997

Potenciémetro Metrom

Reostatos Estaco-Energy 3PN1010B

Rotavapor Buchi mod R-205

Sonicador Aquasonic 150D

7.1.3. Cristaleria y herramientas

Botella para hidrogenacion
Cabeza y cola de destilacion
Columna vigreux

Embudos Buchner
Embudos Hirsch

Mangueras de hule
Matraces baldn junta esmerilada
Matraces Erlenmeyer
Matraces Kitasato

Tubo refrigerante en espiral
Vasos de precipitado
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7.2. Métodos y técnicas generales

El curso de las reacciones se siguié por cromatografia en capa fina, empleando
cromatofolios ALUGRAM® SIL-G/UV254 y como reveladores radiacion ultravioleta

254/366 nm, vapores de yodo y solucién de ninhidrina.

Los productos se caracterizaron por espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de 'H y realizada en un equipo JEOL Eclipse de 300 MHz, empleando

tetrametilsilano como referencia interna y como disolvente CDCl;.
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8. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Hy
NH,OH HCI S~ Pd/C al 5%
S0 EN n-OH HCl NH, - HCI
HO H20 HO MeOH HO
_0O 85% _0 96% 0
Vainillina Oxima de vainillina Clorhidrato de vainillilamina
Fase 1 Fase 2
Q
Co
HO R | 83%
KOH/MeOH Fase 3
&I:
NH2 " HO/ \R
R= CH3-(CH2)5-COOH
HO
_0
Sal organica de vainillilamina
Fase 1

Se realizd la sintesis quimica de la oxima de la vainillina a partir de vainillina
comercial, clorhidrato de hidroxilamina y trietilamina, usando agua destilada como

disolvente. Se obtuvo un rendimiento del 85%.

Fase 2

Se Llevd a cabo la reduccién de la oxima de la vainillina utilizando paladio sobre
carbono al 5% como agente reductor, acido clorhidrico concentrado y metanol como
disolvente para obtener el clorhidrato de vainilllamina. Se obtuvo un rendimiento del 96
%.
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Fase 3
Se realizd la reaccion acido-base entre la vainillilamina y el acido carboxilico (R),
utilizando potasa metandlica para la liberacion de la vainilllamina a partir del clorhidrato.

Se obtuvo un rendimiento de 83 %.
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8.1. Obtencidon de la oxima de vainillina

Se mejoré el método reportado de obtencién de oxima de vainillina (2)? empleando

trietilamina como base y agua como disolvente, partiendo de vainillina comercial (1), con

rendimiento del 85% y con un proceso ambientalmente benigno (esquema 6).

HO

_0

1

~0

NH,OH HCl
Et;N

H,0
85%

HO

-

O
2

X, ,-OH
N

Esquema 6. Obtencion de la oxima de vainillina por el método desarrollado.

Se cargaron 278 g (4 Moles) de clorhidrato de hidroxilamina en un matraz balén de

5 L y se adicionaron 350 mL de agua con agitacion mecanica a 230 rpm, observandose

endotermia (13° C). Se agitdé por 15 minutos, se adicionaron 550 mL (4 Moles) de

trieltilamina en un tiempo de 13 minutos, manteniendo la reaccién en bafio de agua a una

temperatura entre 25-35° C, se cargaron 500 g (3.3 Moles) de la vainillina manteniendo

bano de hielo-agua (25-35 °C) y agitacién a 230 rpm en un tiempo de 15 minutos. Se

retiré del bafio y se mantuvo con agitacion a 32 °C durante una hora, se verific el fin de

reaccion por TLC (DCM 100%, corrida 2 veces) observando completa transformacién. Se

adicionaron 2 L de agua y se mantuvo una hora a temperatura ambiente con agitacion,

posteriormente se le dieron 35 minutos mas de agitaciéon a una temperatura entre 5-8 °C.

Se filtr6 al vacio sobre papel obteniendo 467 g de oxima de vainillina. Se obtuvo un

rendimiento final de 85 %, se tomd punto de fusion al producto: 118-120 °C.
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8.2. Obtencion del clorhidrato de vainillilamina

Se obtuvo clorhidrato de vainillilamina (3) mediante la hidrogenacién, catalizada
por paladio en MeOH, de la oxima de vainillina (2) con rendimiento de 96 %. Los mejores
rendimientos se obtuvieron con soluciones de oxima de vainillina en metanol del 1y 2 %

(esquema 7).

N /OH Pd/C|)_|2aI 5%
N HCl NH, - HCI
HO MeOH HO
_0O 96% _0O
3

Esquema 7. Obtencion del clorhidrato de vainillilamina.

Se cargaron 6 g (36 mmoles) de la oxima de vainillina en la botella de
hidrogencién, se adicionaron 300 mL de metanol (para lograr una soluciéon de oxima en
metanol al 2%), se agregaron 6 mL (1 eq) de acido clorhidrico concentrado por goteo
(ligera exotermia no cuantificada) y se adicionaron 300 mg (5%) de paladio sobre carbono
al 5 %. Se hidrogené por 2 horas a 60 libras/pulg?, se determiné el fin de reaccién por TLC
(AcOEt-MeOH-NH,OH 85:15:50 pL/mL, previa liberacion del clorhidrato con NaHCO3). Se
recuperd el metanol/acido por destilacion al vacio (68 Kpa) en el rotavapor, se adicion6
media parte de isopropanol (30 mL) y se recupero en el rotavapor, se adicioné otra media
parte de isopropanol (30 mL), se sonico y se enfrio a 0 °C en bafio hielo con agitacion
magneética por una hora, se filtré al vacio sobre papel y se lavé con 5 mL de isopropanol
frio, se secé el producto a temperatura ambiente por 12 horas. Se obtuvieron 6.54 g de

producto con punto de fusion 216-218 °C. Se obtuvo un rendimiento final de 96 %.
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8.3. Obtencion del caprilato de vainillilamina

Se obtuvo caprilato de vainillilamina (4) mediante la reaccion acido-base entre la
vainillilamina liberada con potasa metandlica a partir de su clorhidrato (3) y el acido

caprilico, con un rendimiento del 83%. (esquema 8).

0]
C /6\/\/\/\
NH, « HCl  HO O > NH, - HO
(]
O _0O
4

Esquema 8. Obtencion del caprilato de vainillilamina.

Se colocaron 100 g de clorhidrato de vainilllamina (527 mmoles) en un matraz
bola de 5 L, se adicionaron 580 mL de potasa metandlica 1.1 M (1 eq) manteniéndose en
suspension con agitacidn mecanica, se midié pH= 11.1, posteriormente se adicionaron
105 mL de acido caprilico (1.1 eq) y se midié pH= 7.09 (a este pH la reaccién no entré en
solucion y precipita el KCI), la mezcla de reaccion se enfri6 a 0 °C por 2 horas
manteniendo la agitacion. Se filtré al vacio sobre papel para retirar el cloruro de potasio
(se obtuvieron 35 g de KCI, rendimiento estequiométrico KOH—KCI de 71 %), el filtrado
se concentrd por destilacion a presién reducida (70 Kpa) para retirar el metanol, se enfrié
a temperatura ambiente y se adicion6 media parte de acetato de etilo (500 mL). La
suspension se enfrid por 1 h a 0° C con agitacién mecanica, se filtré al vacio sobre papel
el caprilato de vainilllamina y se lavé con 250 mL de agua a 3 °C para eliminar trazas de
KCI, el producto se secd a temperatura ambiente por 12 h. Se obtuvieron 129 g de

producto con punto de fusion 115-117 °C, rendimiento final de 83 %.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

Referente a la sintesis de:

9.1. Oxima de vainillina

Convencionalmente las oximas se preparan a partir de compuestos carboxilicos con
clorhidrato de hidroxilamina en reflujo de una solucién alcohdlica en presencia de una
base.®” El ataque nucleofilico a la cetona o aldehido por el par de electrones sin compartir
del nitrégeno de la hidroxilamina origina un intermediario tetraédrico polar. Luego un
proton del nitrégeno emigra al oxigeno, con lo que se produce el amino-alcohol
(carbonilamina) que resulta neutro, el catalizador acido protona al oxigeno hidroxilico El
par de electrones sin compartir del nitrégeno expulsa agua, con lo cual se produce un ién
iminio. La perdida de H* del nitrégeno da el producto neutro, generando la oxima®®
(esquema 9).

NH,OH Carbonilamina

HOH

el H0  HO. ¢ H HO.® H
_— oN — N
A PN A

Oxima [6n iminio

Esquema 9. Mecanismo general de formacion de oximas con hidroxilamina.

La formacion de la oxima es lenta y ocurre con un pH alto o pH bajo, pero alcanza
su velocidad maxima con un pH débilmente acido alrededor de 4-5°°. Generalmente las
oximas se preparan a partir de compuestos carboxilicos con clorhidrato de hidroxilamina

en reflujo en una solucion alcohdlica en presencia de una base como acetato, hidréxido
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del sodio o piridina. Esta técnica normalmente da rendimientos entre 50-60% con ambos

isomeros en cantidades equivalentes. (esquema 10)°°

O NH,OH HCI O

R)J\ R1 NaOH " R)J\R1

R,R'= cicloalquil; R,R"= alquil; R= H; R'= alquil o aril

Esquema 10. Reaccion para la formacion de oximas con una base.

El método reportado de sintesis? se describe a continuacion:

S .OH Una mezcla de vainilina (1.52 g, 10

QAOM /@N mmoles) y piridina (10 mL) se agité a
"o 0 o 0 temperatura ambiente por 24 h. La mezcla de
reaccion se diluyé con agua (200 mL), el

etanol fue retirado a presién reducida y la fase acuosa se extrajo con éter etilico (5 x 100
mL). Los extractos organicos combinados se lavaron con porciones de 100 mL cada una
de solucion acuosa de bicarbonato de sodio al 10 %, soluciéon acuosa de bisulfito de sodio
al 10 % y salmuera, se secé con sulfato de magnesio, se filtr, se concentré a presién
reducida por una destilacion en Kugelrohr (120 °C a 0.1 mmHg) para obtener la oxima de

vainillina (1.63 g, 83 %) que es un solido blanco cristalino, con punto de fusién 118-119 °
C.

Durante la optimizacion de este paso se probé la utilizaciéon de acetato de sodio para
liberar el clorhidrato de hidroxilamina; sin embargo, ésta base requiere de grandes
volumenes de agua para disolverse, por lo que se sustituyd por trietilamina, ya que se
trata de un compuesto liquido que disminuye considerablemente el volumen utilizado de
agua para la disolucion de acetato de sodio y posterior liberacion de la hidroxilamina. Otra
ventaja de esta modificacion es la facil recuperacion de la trietilamina por medio de una
reaccion acido-base, extraccion y destilacion. Por ultimo, la menor toxicidad de la
trietilamina frente a la piridina, la cual posee propiedades carcinégenas y requiere mayor

seguridad en su manejo.
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Se probo el uso de metanol-agua como disolvente en proporcién 9:1, 8:2, 6:4, 2.8 y
0:10, logrando eliminar por completo el uso de metanol de la reaccién, favoreciendo un

proceso de tipo quimica verde y el facil aislamiento de la oxima de vainillina.

Se redujo considerablemente el tiempo de reaccion, a menos de 4 h, una mejora
importante en comparacién con el método reportado, que requiere un minimo de 30 h

para poder realizarse. Se mejoro levemente el rendimiento obtenido de este paso.

En el cuadro 1 se observan las principales diferencias entre el método reportado y el
método desarrollado:

Método Reportado Método desarrollado
Base Piridina* Trietilamina
Disolventes organicos Etanol y éter etilico No requerido**
Aislamiento Complicado Sencillo
Tiempo de reaccién 24 h 3h 30 min
Rendimiento 83 % 85 %

*La piridina es un compuesto carcinégeno, la trietilamina no.

**Solo requiere agua como disolvente.

Cuadro 1. Principales diferencias entre los dos métodos para la obtencion de oxima de
vainillina.

9.2. Clorhidrato de vainillilamina

La oximas son intermediarios de gran interés en sintesis organica, una de las
reacciones es la reduccién de una oxima a amina primaria, la cual suele ser una reaccion
muy util que puede llevarse a cabo mediante diferentes condiciones reductoras, como la
reduccion catalitica mediante hidrogeno y paladio o niquel Raney, o la reduccion quimica

empleando zinc y acido acético o hidruro de litio y aluminio (LiAlH,) (esquema 11). ©'
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~OH ,
N| H,, catalizador NH,
R)\R1 6 LiAlH, R)\R1
Oxima Amina primaria

Esquema 11. Reduccidon de oximas a aminas primarias.

Se probaron diferentes condiciones de reaccion para este paso. La principal variable
que determina el resultado del proceso es la concentracion de la oxima de vainillina en la
solucion metandlica que se somete a la hidrogenacion catalitica. Esto se determind por
medio de diversos experimentos, donde las condiciones de reaccién se mantuvieron
constantes, excepto la antes mencionadas; determinando que al 1% es la concentracion
6ptima de oxima de vainillina para evitar la formacién de la amina secundaria 5 (figura 5)

como producto lateral de la hidrogenacion.

Irz

HO OH

5

Figura 5. Amina secundaria formada como producto lateral en la hidrogenacion de
la oxima de vainillina.

Al 2 % de concentracion de oxima de vainillina, 5 se forma en una cantidad menor
del 1 % segun lo observado en TLC, por lo que ésta es la concentracion maxima
recomendable para obtener rendimientos superiores al 95 %. Se probaron
concentraciones mayores de oxima en metanol: 2.5, 5, 10, 15y 20 % y se determin6 que
el rendimiento decaia considerablemente con el aumento de dicho valor (gréfica 1), en
TLC también se observé que 5 se encontraba en mayor proporcion conforme aumentaba

la concentracidon de oxima.
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120

100

Gréfica 1. Relacion inversamente proporcional entre la concentracion de oxima en
metanol y el rendimiento, para la reaccion de obtencion de clorhidrato de vainillilamina.

La mayor desventaja de este procedimiento fue el tamafio de los reactores para
llevar a cabo éste paso y el costo inherente a la recuperacion del metanol, ya que resulta
excesivo el uso de éste disolvente, para obtener 1 g del clorhidrato de vainillilamina, se
requieren 50 mL de metanol; lo cual es un inconveniente importante y hace que esta

reaccion no sea econdmicamente viable.

Como alternativa, se propuso formar a la vainilllamina como base libre (6) con la
intencion de evitar la formacion de 5 y poder aumentar la concentracién de la solucién de
oxima en metanol. Se probaron diferentes condiciones de reaccion mediante la
hidrogenacion del compuesto 2 con catdlisis de paladio. No se obtuvo el éxito deseado en
los multiples intentos realizados para evitar la formacién de productos laterales, en

particular la amina secundaria 5 (esquema 12).
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OH
SN o NH,
HO C*T*D* HO
2 6

Pd/C* = Pd/C 5%, Pd/C 10%
T* = 24, 45-55°C
D* = MeOH, CH;COOH, 2M-2B, 2M-2B y 1/1.5 eq CH3[CH,]sCOOH

C* (Relacion porcentual materia prima/Disolvente) = 1, 3, 5, 8, 10, 17%

Esquema 12.Diferentes condiciones de reaccion probadas para la obtencién de
vainilllamina base libre (6) por hidrogencaion catalitica.

Durante el desarrollo de este paso se descubrio la formacion de la sal organica 4
que hasta el momento era desconocida y concluyendo que 6 no puede obtenerse sin la

presencia de la amina secundaria (5).
9.3. Caprilato de vainillilamina

Aunque menos habituales que en quimica inorganica, muchas reacciones
organicas entran en la categoria de reacciones acido-base. Los acidos carboxilicos,
alcoholes y acetilenos terminales son algunos ejemplos de sustancias que pueden
comportarse como acidos, disminuyendo en el orden mencionado la fuerza acida,
pudiendo reaccionar con bases organicas o inorganicas. En este tipo de reacciones se da
una fijacién reversible del protén que proviene de un acido sobre el par de electrones de

la base (esquema 13).

(o} 5:

Esquema 13. Reaccién acido-base en quimica organica.




Desarrollo de un proceso para la elaboracién de sales organicas de vainillilamina,
precursoras de amidas

Los acidos son, en la mayor parte de los casos, especies quimicas capaces de
generar uno o varios protones. Sus protones estan habitualmente unidos a atomos de
oxigeno o de azufre. Entre los acidos organicos, los mas importantes son los acidos

carboxilicos.®®

Es importante tener en cuenta que la desprotonacion de los acidos carboxilicos es
mas facil que su protonacion. Los acidos carboxilicos son mas débiles que los acidos
minerales. La acidez de los acidos carboxilicos se refuerza por la presencia de atomos o
grupos de atomos que generan efecto inductivo atractor en la proximidad del grupo

funcional.®®

Las bases son, en la mayor parte de los casos, especies quimicas que poseen uno
varios pares de electrones libres y que pueden fijar uno o varios protones. Entre las bases

organicas las mas importantes son las aminas.®

La protonacion de las aminas es mas facil que su desprotonacion. Las aminas
alifaticas son mas basicas que el amoniaco, su basicidad evoluciona segun su sustituciéon
pero de manera no regular. Las aminas primarias son menos basicas que las
secundarias, que son mas basicas basicas que las aminas terciarias por el aumento del
impedimento estérico aparte de la solvatacion de los iones amonio. La basicidad de las
aminas depende de la disponibilidad del par de electrones libre del atomo de nitrégeno

para fijar un protén.®

La obtencion de caprilato de vainilllamina impulsé la idea en el Instituto de
Biotecnologia UNAM, de explorar la posibilidad de utilizarla como materia prima para la
formacion de capsaicinoides por reaccion enzimatica con CalLB, la cual funciona utilizando
2-metil-2-butanol con resultados muy favorables. Debido a esto, se realizaron pruebas de

solubilidad de 4 en dicho disolvente (cuadro 2).
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RELACION PORCENTUAL* SOLUBILIDAD**
1% Insoluble
2% Insoluble
3% Insoluble
4% Insoluble
5% Insoluble
6% Insoluble
8% Insoluble
10% Insoluble
12% Insoluble
14% Insoluble
16% Insoluble
18% Insoluble
20% Insoluble
22% Insoluble

* Caprilato de vainillilamina en 2-metil-2-butanol

**Solubilidad determina a temperatura ambiente, 25 ° C

Cuadro 2. Pruebas de solubilidad de 4 en 2-metil-2-butanol a 25 ° C

Se determind que 4 es insoluble a temperatura ambiente en 2M-2B, se realiz6 la

misma prueba a 45 ° C (cuadro 3), temperatura a la cual la enzima CalLB se activa en el

proceso de sintesis.
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RELACION PORCENTUAL* SOLUBILIDAD**
1% Soluble
2% Soluble
3% Soluble
4% Soluble
5% Soluble
6% Soluble
8% Soluble
10% Soluble
12% Soluble
14% Soluble
16% Soluble
18% Soluble
20% Insoluble
22% Insoluble

*Solubilidad determina a temperatura de 45 ° C

**Caprilato de vainillilamina en 2-metil-2-butanol

Cuadro 3. Pruebas de solubilidad de 4 en 2-metil-2-butanol a 45 ° C

De acuerdo al cuadro 2 y 3 se determiné que el caprilato de vainilllamina es
insoluble a temperatura ambiente y se disuelve a 45 °C en una concentracion maxima del

18 % de caprilato de vainilllamina en 2-metil-2-butanol.

Con los resultados anteriores, se determind que el gasto de 2M-2B no seria
econdémicamente viable, ya que un litro del disolvente cuesta $1869.0 MXP en
Laboratorios SIGMA-ALDRICH (precio consultado el 20-enero-2015) y de acuerdo a las
pruebas de solubilidad, la maxima concentracién para llevar a cabo la reaccién seria del

18 % (0.6 Molar), lo cual motivé a probar otros disolventes buscando una mejor opcion.

Se realizaron pruebas de solubilidad de 4 en diversos disolventes, de los cuales se
rescataron los valores del cuadro 4, ya que éstos son los utilizados en el proceso

desarrollado que tuvo mejores resultados.
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DISOLVENTE SOLUBILIDAD*
Acetato de etilo Insoluble
Agua 1 g en 240 mL (practicamente insoluble)
Metanol 1 g en 1 mL (muy soluble)

* Solubilidad determinada a temperatura ambiente (25 ° C).

Cuadro 4. Pruebas de solubilidad de 4 en diversos disolventes a 25 °C

Con los datos de solubilidad obtenidos, se desarrollé el nuevo método de reaccion,

el cual al ser monitoreado por TLC demostré menos del 1% del compuesto 5.

La cristalizacion de 5 se realizd adicionando media parte de acetato de etilo,

teniendo excelentes resultados.

Este paso de sintesis puede ser monitoreado potenciométricamente, notandose

que las reacciones se dan de forma casi instantanea.

El cloruro de potasio se puede separar por medio de una centrifugacion o por

filtracion al vacio sobre papel.

El mejor rendimiento obtenido fue de 83%, el cual no fue tan alto como el

esperado.

Este método de sintesis fue enviado al Instituto de Biotecnologia UNAM, para su
escalamiento en planta piloto, para posteriormente entrar a la reaccion enzimatica y pasar

este desarrollo tecnologico a la empresa alimentaria interesada en él.
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10. CONCLUSIONES

Se desarrollaron condiciones eficientes de reaccion para la obtencién de la oxima
de vainillina, desarrollando un método de sintesis catalogado como quimica verde y

utilizando insumos econdmicos Yy reciclables.

Si bien se desarrollaron condiciones eficientes para el segundo paso en la
obtencion de vainillilamina, éstas permanecieron con el mismo parametro de seguridad y
costo que las ya reportadas, pudiendo sélo mejorar el rendimiento de la reaccion vy
disminuyendo el uso de reactivos (lo cual contribuy6 a hacer de esta reaccién un proceso

ambientalmente amigable).

El escalamiento a 100 g no se realizé a todo el proceso, pero pudo lograrse en dos
de las tres fases (obtencion de oxima de vainillina y obtencion de caprilato de
vainillilamina), las cuales tuvieron alto rendimiento del producto, buenas condiciones de
seguridad y bajo dafio ambiental de acuerdo a los preceptos de la quimica verde. El
escalamiento de la hidrogenacion catalitica hubiese requerido de equipo y condiciones de

seguridad con las que no contamos en el campus universitario.
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11. ANEXO
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Anexo 1. Espectro de RMN *H de la amina secundaria (5).
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