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RESUMEN

El sabor picante o pungencia de los chiles (Capsicum sp.) es un efecto

sensorial producido por un grupo de compuestos llamados capsaicinoides,, El más

importante de estos compuestos es la capsaicina o A/-vainillil-8-metil-6-

nonenamida, la cual tiene aplicaciones potenciales tanto en la industria alimentaria

como en la farmacéutica,,

El interés de este trabajo se dirigió hacia el estudio de la susceptibilidad de

esta molécula para ser modificada enzimáticamente,, En la primera parte de este

trabajo se estudió la hidrólisis enzimática del enlace amida en la capsaicina, así

como la cinética de su transformación,, La lipasa B de Candida antárctica presentó

una conversión de 70% en un sistema acuoso,, Los productos de hidrólisis

evaluados sensorialmente muestran una disminución en el poder pungente de la

capsaicina,.

Posteriormente, utilizando como modelo a la capsaicina, se estudiaron las

reacciones de síntesis enzimática de amidas en solventes orgánicos, tomando

como referencia la síntesis de esteres análogos de esta molécula, y empleando la

lipasa B de Candida antárctica como catalizador, Se estudiaron varios parámetros

entre los que destacan: el aceptor de acilo (amina o alcohol), el efecto de la

"desprotección" del grupo amino de la vainillinamina, y el efecto del solvente en la

velocidad de reacción, la conversión y en la quimioselectividad,, Los resultados

demuestran que la síntesis de amidas se favorece en solventes polares como el 2-

metil-2-butanol, mientras que la de esteres se favorece en solventes no polares

como el n-hexano,,

Finalmente, se demostró la viabilidad de sintetizar un éster a partir de una

amida en un mismo sistema, utilizando una lipasa como catalizador en solventes

orgánicos, Esta reacción es novedosa en la síntesis química,, Por otro lado, el

producto de reacción capsiato, es un compuesto no pungente derivado de la

capsaicina que presenta un potencial de aplicación en la industria alimentaria y

farmacéutica,

ME



SUMMARY

Capsaicinoids are responsible for the pungency of a wide variety of chilli

peppers (Capsicum sp..)., Among capsaicinoids, capsaicin (frans-8-methyl-A/-

vanillyl-6-nonenamide) is the most important ¡n terms of abundance and pungency,

and has therefore potential applications in industry, Although capsaicinoids have

long been associated to the food industry, recent applications have been extended

to other fields..

The aim of this work was to study the enzymatic modification of

capsaicinoids,, During the first part of this work, the enzymatic hydrolysis of the

amide bond in capsaicin and the kinetics of this biotransformation were studied in

order to assess its potential for industrial use,, Lipase B of Candida antárctica

hydrolyzed capsaicin in an aqueous media reaching conversions of 70%,, It was

also shown that this hydrolysis decreased the pungent capacity of capsaicin..

Using capsaicin as a model, amide synthesis reactions in organic solvents

were studied, taking as reference the ester synthesis and using the lipase B from

Candida antárctica as the catalyst The parameters studied were: the acil acceptor

(amine or alcohol), the effect of the reléase group of the amine from vanillylamine,

and the effect of the solvent in the reaction rate, conversión and chemoselectivity,.

The results show that amide synthesis is enhanced when a polar solvent like 2-

methyl-2-butanol is used, while ester synthesis is enhanced when an hydrophobic

solvent as n-hexane is used,

Finalíy, the viability of the synthesis of an ester from an amide in a one-pot

system using a lipase in organic solvents was demonstrated,, This is a novel

reaction in organic synthesis, In addition, the reaction product, capsiate, is a non-

pungent compound derived from capsaicin, which may result in potential

applications for food and pharmaceutical industries,,

IV
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Introducción

1 INTRODUCCIÓN

Las biotransformaciones se han convertido en una alternativa viable a la

síntesis química para la producción de compuestos finos y ópticamente activos..

Dentro de la gran variedad de enzimas existentes, las lipasas poseen

características importantes, como su estabilidad en solventes orgánicos y su gran

versatilidad para realizar diferentes reacciones, que le permiten ser una

herramienta con gran potencial para las biotransformaciones.. Entre las reacciones

capaces de ser desarrolladas por lipasas, la síntesis e hidrólisis de amidas han

sido menos estudiadas, posiblemente porque las aminas y amidas no son

sustratos naturales de estas enzimas, Sin embargo, la aplicación de lipasas para

los procesos de síntesis de amidas con ácidos grasos con aplicaciones lubricantes

y tensoactivas, comienza a ser una valiosa alternativa para la industria,,

En el grupo de Tecnología Enzimática del Instituto de Biotecnología se han

estudiado algunas reacciones de transesterificación, esterificación e hidrólisis

catalizadas por lipasas y amidasas, para la producción y/o modificación de

agentes activos (medicamentos) y otros compuestos de interés industrial

(tensoactivos esterificados),, Por otro lado, en el mismo grupo también se han

desarrollado procesos de extracción enzimática de compuestos naturales de coco,

flor de cempasuchil, chile y arroz,

Un compuesto particularmente interesante y relevante para este trabajo es

el obtenido en la extracción de oleorresinas de chile (Capsicum annuum), la

capsaicina, una amida formada por la vainillinamina y el ácido 8-metil-6-

nonanenoico.. Como es bien sabido, los capsaicinoides son los compuestos

responsables del sabor picante o pungente en los chiles, y el principal y más

picante de ellos es la capsaicina., Estos compuestos se aplican tanto en la

industria alimentaria como en la farmacéutica,,

Este trabajo se enfoca a estudiar las reacciones de síntesis e hidrólisis de

amidas catalizadas por lipasas, tomando como modelo de estudio a la capsaicina,



introducción

En la primera parte de este trabajo, se realiza una revisión acerca de la

aplicación de enzimas en la síntesis orgánica, las amidas y su estructura e

importancia, los capsaicinoides y su relación estructura-función, las lipasas y sus

características, y finalmente los aspectos relevantes que deben considerarse en

las reacciones de síntesis de amidas,,

En la sección de Materiales y Métodos se presenta la estrategia

experimental del trabajo, las técnicas para analizar y caracterizar las reacciones,

así como las metodologías empleadas para el desarrollo de los experimentos,,

Posteriormente, en Resultados y Discusión, se presentan y discuten los

resultados obtenidos a lo largo de este proyecto,, Esta sección inicia con la

identificación de los productos a través del análisis de los espectros obtenidos por

detección de arreglo de diodos,, La descripción realizada en esta sección es un

resultado muy valioso que fue fundamental para este trabajo,, La siguiente sección

describe los resultados obtenido de la hidrólisis de la amida modelo, la capsaicina,,

Es importante resaltar que es la primera vez que se describe la hidrólisis de una

amida grasa utilizando una lipasa, La publicación de este trabajo en la revista

Biotechnology Letters se presenta como anexo a esta tesis,

Resultados posteriores en esta sección, describen la elección de aminas a

utilizar para la síntesis de amidas y la elección del grupo donador de acilo más

adecuada para esta reacción,,

En esta sección de resultados, también se presenta un apartado extenso

sobre el efecto de la liberación de la vainillinamina en la reacción de síntesis

enzimática,, Este efecto fue de gran importancia ya que demostró ser el paso

limitante para la reacción de síntesis de la amida,, Estos resultados también fueron

publicados en la revista Biotechnology Letters y se encuentran como anexo al final

de esta tesis,,

Los resultados de las reacciones de síntesis de amidas y de los esteres

análogos se presentan de forma individual,. Posteriormente se realiza un análisis

comparativo de las amidas con los esteres en los distintos solventes en base a su

conversión y velocidad de reacción,, La publicación de estos resultados se

encuentra en preparación,,



Introducción

Por otro lado, en esta misma sección se presenta la reacción de síntesis del

capsiato, el éster análogo a la capsaicina, en un mismo sistema,, Esta reacción es

novedosa debido a que químicamente no se puede partir de una amida para

sintetizar un éster, y sin embargo, la lipasa utilizada es capaz de llevar a cabo esta

reacción,

Finalmente en la última parte de la sección de Resultados y Discusión se

presenta el estudio electrofisiológico de la capsaicina, la vainillinamina y el

capsiato, obtenidos en este trabajo,, Este estudio permite evaluar el efecto

fisiológico de los derivados de capsaicina y además correlaciona con su efecto

pungente,, Este trabajo fue desarrollado en colaboración con el Dr, Ignacio López

González del grupo del Dr. Darszon en el Instituto de Biotecnología,,

En la parte final de este trabajo se presentan las secciones de Conclusiones

y, Perspectivas y Recomendaciones En estas secciones se plasma la aportación

principal de este trabajo: la demostración de que las lipasas, con el solo hecho de

manipular el medio de reacción, son capaces de llevar a cabo reacciones

enzimáticas no ordinarias como la hidrólisis de amidas, y favorecer otras, como la

síntesis de amidas,
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2 GENERALIDADES

2.1 Aplicación de enzimas en la síntesis orgánica,,

El empleo de biocataíizadores en la síntesis orgánica se ha convertido en

una alternativa factible a los métodos químicos convencionales,, Su aplicación se

ha dirigido especialmente hacia la modificación de precursores de fármacos y

sustancias químicas finas,, El interés de las industrias farmacéutica y agroquímica

por compuestos enantioméricamente puros y funcionales se encuentra en

crecimiento constante,, Existen enzimas que comúnmente presentan elevadas

enantio-, regio- y quimioselectividades que las hace atractivas para estas

industrias,, Otras características interesantes de las enzimas desde el punto de

vista industrial son: su alta eficiencia como catalizadores ya que pueden mejorar

las velocidades de reacción en 1012 veces; y las condiciones suaves de reacción

que se requieren, como la temperatura ambiente y el pH neutro, debido a que

disminuyen los problemas de isomerización o racemización,, Una ventaja adicional

es que los procesos biocatalíticos son menos dañinos, contaminantes y

consumidores de energía que las metodologías tradicionales basadas en la

química convencional (Carrea & Riva, 2000),

Las enzimas que participan con mayor frecuencia en las

biotransformaciones con aplicación industrial son las. hidrolasas ya que no

requieren cofactores como el NADHa ni energía como el ATPb, Dentro del grupo

de las hidrolasas las lipasas ocupan un lugar predominante,, Las iipasas han

sobresalido entre otras, no sólo porque hidrolizan grasas sino porque

sorprendentemente son biocataíizadores muy flexibles para la acilación y

desacilación de un amplio número de sustratos no naturales,, Estas enzimas

catalizan transformaciones de compuestos racémicos con muy alta

enantioselectividad, además de ser muy regioselectivas,, Las lipasas también son

muy estables y pueden ser obtenidas tanto de animales y plantas como de

a Acido nicotín dinucleótido,
b Adenosín trifosfato
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microorganismos naturales o recombinantes con muy altos rendimientos,, Por lo

tanto, las lipasas son ampliamente utilizadas a nivel industrial como enzimas en

detergentes, en tecnologías de papel y alimentos, en síntesis de grasas, y como

biocatalizadores en la síntesis de intermediarios orgánicos (Schmid & Verger,

1998). Mas adelante, se describirán con mayor profundidad las lipasas y sus

características,

2.2 Amidas. Química y función.

Las amidas son compuestos derivados de los ácidos carboxílicos que

poseen un nitrógeno unido a un grupo carbonilo, Al observar las reactividades de

los derivados de ácidos carboxílicos, la mayor es la de los cloruros de ácidos,

seguida por los anhídridos, los esteres y finalmente las amidas,, Estas diferencias

de reactividad hacen que las amidas se puedan sintetizar a partir de cualquier

derivado carboxílico de mayor reactividad, pero, es prácticamente imposible ir en

el sentido contrario,, De esta forma, los esteres y las amidas tienen exactamente el

balance apropiado de reactividad que les permite su amplia difusión y ser de

importancia fundamental en muchos procesos de la vida, (McMurry, 1994),,

Las estructuras de resonancia de las amidas muestran un efecto de doble

enlace parcial entre el carbono del carbonilo y el nitrógeno, demostrando por qué

dicho enlace posee carácter de doble enlace y las hace menos reactivas (Figura

1),

o o5"

Figura 1. Estructuras de resonancia de las amidas

A causa del carácter de doble enlace de la amida, la rotación de los grupos

alrededor de este enlace es restringida, y los átomos unidos al nitrógeno y al

grupo carbonilo yacen en el mismo plano,, Esta característica es de gran

importancia en la estructura de las proteínas,,
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Por otro laclo, la presencia del grupo C=O confiere polaridad a los derivados

de ácidos,, Los cloruros, anhídridos de ácidos y esteres tienen puntos de ebullición

similares a los de aldehidos y cetonas de peso molecular comparable,, Las amidas

tienen puntos de ebullición elevados, debido a su capacidad para establecer

puentes de hidrógeno,, La solubilidad en agua es mayor para las amidas que para

los esteres, por ejemplo, esteres de 3 a 5 carbonos tienen la misma solubilidad

acuosa que amidas de 5 a 6 carbonos (Morrison & Boyd, 1998).. Estos datos

coinciden tanto con los valores de solubilidad calculados en ACD Labs0 de amidas

y esteres análogos, de los cuales se desprende que las amidas son más solubles

en agua,, De igual forma, las amidas grasas son más solubles en solventes polares

que en hidrofóbicos (Fernandez-Pérez & Otero, 2001),.

El grupo amida es un enlace importante en la química y la biología,, No sólo

es la unión de los aminoácidos en las proteínas sino que se encuentra presente en

gran número de fármacos sintéticos probados (50%), fármacos naturales (10%

descartando los compuestos proteicos) y en fármacos sintéticos en desarrollo

(40%) mientras que, por ejemplo, el enlace éster aparece en el 25, 35 y 20%

respectivamente (Henkel et ai, 1999),. Esto no quiere decir que el enlace sea el

principio activo del compuesto pero sí podría conferirle características especiales,.

Un grupo de compuestos naturales cuyo enlace amida es determinante para su

función, es el de los capsaicinoides En el desarrollo de este proyecto se utilizó a

ia capsaicina como modelo para la síntesis e hidrólisis de amidas,

2.2,1 Hidrólisis enzimática de amidas

Las amidas se pueden hidrolizar para formar ácidos carboxílicos y aminas

cuando se calientan en presencia de ácidos o bases en solución acuosa. En

ambos casos, el ácido o base es un reactivo y no un catalizador, y la reacción no

es reversible,, Las condiciones que se requieren para la hidrólisis de amidas son

c Programa computacional conectado a bases de datos y con capacidad para calcular constantes

físicas, Página web: www,acdlabs.com
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más severas que para la hidrólisis cíe cloruros de ácido o esteres, aunque los

mecanismos sean similares,,

La hidrólisis enzimática de amidas generalmente es catalizada por

proteasas y/o amidasas, Las aplicaciones más comunes son en la industria de

detergentes, alimentaria y en la farmacéutica (p, ej. en la preparación de

precursores de antibióticos como los /?-lactámicos), además de que también son

utilizadas como herramientas en la investigación biológica, In vivo, las enzimas

proteolíticas como tripsina, quimotripsina, pepsina, carboxipeptidasa y

aminopeptidasa catalizan la hidrólisis de proteínas en las secreciones

gastrointestinales proporcionando así, aminoácidos al organismo (Bohinsky,

1991), Contrario á las proteasas, que en su mayoría poseen actividades esterasa

y amidasa, las lipasas son catalizadores eficientes para la síntesis de esteres y

amidas (Gotor, 1999a, Maugard et ai, 1998a) y, se ha reportado que tienen poca

o nula actividad amidasa (deCastro & Sinisterra, 1998, Gandhi, 1997, Gillis, 1988,

Matos et al,, 1987, Zaks & Klibanov, 1985),, Sin embargo, in vivo se ha demostrado

que existen complejos enzimáticos de extractos pancreáticos, donde hay lipasas y

esterasas, que son capaces de hidrolizar amidas.. Un ejemplo es el caso del

metabolismo de degradación de la capsaicina en ratas, el cual inicia con una

reacción catalizada por el "complejo hidrolítico de capsaicina o complejo CAP"

(Park & Lee, 1994),, La capsaicina inicialmente se hidroliza en vainillinamina y

ácido 8-metil-6-nonanenoico, mientras que sus productos finales de degradación

son el alcohol vainillílico, la vainillina y el ácido vainillílico,. Las enzimas

pertenecientes al complejo enzimático CAP, han sido clasificadas como

carboxilesterasas (3,1,1,1) y se han encontrado en el hígado de pollo, cerdo, así

como en varios órganos de rata (Kawada & Iwai, 1985),,

Estos antecedentes suponen que encontrando las condiciones adecuadas

in vitro, las lipasas podrían presentar actividad amidasa.,



Generalidades

2.2.2 Síntesis enzimática de amidas

El procedimiento químico común para producir amidas es a través de

reacciones de conversión de halogenuros de ácido, conocidas como reacciones

de Schotten-Baumann (Morrison & Boyd, 1998).. Generalmente son cloruros de

ácido que al reaccionar con amoniaco o con aminas forman amidas,, Estos

procedimientos químicos han dominado la síntesis industrial de amidas,. Por citar

un ejemplo, el mercado mundial de la producción de amidas de ácidos grasos,

cuyo interés se centra en sus propiedades lubricantes y tensoactivas, hasta 1996

estaba cubierto por reacciones de síntesis química a partir de ácidos grasos y

amoniaco anhidro a 200°C y 345-690 kPa (deZoete et al,., 1996),, La empresa

Unilever de Loders-Croklaan ha sido de las pioneras en introducir procesos

biocatalíticos para la producción de moléculas tensoactivas y aditivos grasos

(Gunstone, 1998), sin embargo ya se dipone de un mayor numero de proyectos

para síntesis de nuevos productos, listos para ser industrializados (Engasser &

Mangan, 2002),,

La síntesis enzimática de amidas presenta varias ventajas sobre la síntesis

química,, Entre ellas se encuentran: a) el uso de condiciones suaves de reacción

(temperaturas por debajo de 80°C y presiones normales), b) modificación de la

enantio-, regio- y quimioselectividad manipulando solamente las condiciones de

reacción y/o seleccionando a la enzima adecuada sin necesidad de realizar una

protección química, y c) posibilidad de recuperar el biocatalizador (enzima) y

reutilizarlo,,

Se han utilizado diferentes enzimas hidrolíticas (hidrolasas, E.,C.,3..x)

(Enzyme Nomenclature Datábase, 1999) para la síntesis de amidas,, Por ejemplo,

algunas proteasas y amidasas se han aplicado en la síntesis e hidrólisis de

aminoácidos, péptidos (Bradbury & Smyth, 1991) y antibióticos (Ospina et al,,

1992),. Sin embargo, las grandes desventajas que presentan la generalidad de las

proteasas en las reacciones de síntesis son: su bajo rendimiento, debido a la

preferencia para hidrolizar en medios acuosos, su alta especificidad por

aminoácidos y su baja estabilidad en solventes orgánicos,, Algunas lipasas

también han sido utilizadas para la síntesis de amidas (D-aminoácidos, amidas

8
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grasas, tensoactivos) (Jaeger eí ai, 1999, Maugard eí al,,, 1997, Maugard eí al,,

1998c), y en la resolución enzimática de aminas racémicas (deCastro & Sinisterra,

1998, Óhrner et ai, 1996) pasando por la enantio- (Chamorro et ai, 1995, Conde

eí ai, 1998) y regioselectividad (Adamczyk et ai, 1997, Adamczyk & Grote, 1999),,

Como se mencionó anteriormente, las lipasas parecen tener poca o nula actividad

amidasa, lo que lleva a que sean enzimas con gran potencial para la síntesis, por

su favorable estabilidad en solventes orgánicos y con una mínima posibilidad de

hidrolizar amidas,, Dentro de las lipasas estudiadas, las más utilizadas para llevar a

cabo reacciones de síntesis de amidas son la lipasa B de Candida antárctica

(Adamczyk et ai, 1997, Adamczyk & Grote, 1999, Conde eí ai, 1998, Kobata et

ai, 1998b, Maugard et ai, 1997, Óhrner et ai, 1996, Zaks & Klibanov, 1985) y la

lipasa de Pseudomonas cepacia (Adamczyk eí al,,, 1997, Kobata eí ai, 1998b),, La

lipasa B de Candida antárctica ha sido utilizada preferentemente debido a que

presenta mejores rendimientos (Óhrner eí ai, 1996) y más alta enantioselectividad

(Conde eí ai, 1997, deCastro & Sinisterra, 1998, deZoete eí ai, 1993, Óhrner eí

a/,,, 1996),

2.2,3 Capsaicinoides

Los capsaicinoides son los compuestos responsables del sabor picante o

pungente en el chile (Capsicum annuum) (Suzuki & Iwai, 1987),, Estos compuestos

se sintetizan en las glándulas secretoras del tejido placentario, y posteriormente

son difundidos hacia las semillas, donde se conserva la mayor parte de ellos

(Reyes-Duarte & Lopez-Munguia, 1996),, El papel biológico de la formación y

acumulación de los capsaicinoides en el fruto no ha sido dilucidado, pero se han

propuesto varias hipótesis: 1) es un producto de desecho sin significado biológico,

2) es un mecanismo de defensa contra enemigos naturales y, 3) fue creado para

ser usado como antibiótico (García et ai, 1993),, Con el afán de conocer más

sobre la biosíntesis y degradación de estos compuestos, distintos grupos han

continuado estas investigaciones (Fujiwake eí ai, 1982, Johnson & Ravishankar,

1996, Ochoa-Alejo & Ramirez-Malagon, 2001).,
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En México se conocen más de 35 variedades de chiles (Sasián, 1992), los

cuales son consumidos tanto frescos como secos, dando a la comida mexicana su

sazón característico,, Algunas variedades como el guajillo "puya" y el de árbol se

utilizan también en la industria alimentaria (Bioquimex Reka SA, de C,,V,,, por

ejemplo) como materia prima en la extracción de oleorresinas, obteniendo

colorantes rojos y capsaicinoides (Amaya Guerra et ai, 1997, Balakrishnan &

Verghese, 1997, Santamaría etal,, 2000),,

Los principales capsaicinoides que se encuentran en la oleorresina de los

chiles son la capsaicina o A/-Vainillil-8-metil-6-nonenamidad (70%), ia

dihidrocapsaicina (22%) y otros tres en menor cantidad, la nordihidrocapsaicina

(7%), la homocapsaicina (1%) y la homodihidrocapsaicina (1%) (DeWitt, 2002),, De

todos estos compuestos, la capsaicina es el más pungente,, La Tabla 1 resume los

principales capsaicinoides y su poder pungente en unidades Scovillee, En esta

tabla, también se presentan otras estructuras de compuestos pungentes de

naturaleza vainilloide como son: gingerol y shogaol (ambos cetonas de jengibre),

(Pickersgill, 1993), la resinferatoxina (diterpeno relacionado con los forbol-ésteres,

proveniente de la planta cactácea medicinal Euphorbia resinfera) (Rouhi, 1996), y

aunque no es un derivado vainilloide se incluye también a la piperina pues tiene

cierta pungencia (sustituto de la piperidina, esencia de la pimienta negra)

(Pickersgill, 1993)., Otro compuesto sintético agonista a la capsaicina es el olvanil

(A/-vainillil oleamida, en la que el sustituyente graso es el ácido oleico), el cual

presenta menor pungencia y ha sido utilizado para analizar las similitudes e

interacciones entre los sistemas vainilloide y canabinoide (DiMarzo eí al,, 1998),

La capsaicina, por su cadena lateral hidrofóbica, es poco soluble en agua

(0,086 mg/mL teórico calculado por ACD Labsf; 0,,066mg/mL experimental, ambos

a 25°C), y soluble en metanol, etanol, acetona, cloroformo, etc., Su punto de fusión

es de 65°C (Merck Index, 1997),,

d EL nombre científico de la capsaicina de acuerdo a la nomenclatura IUPAC es (6£)-A/-(4-hidroxi-

3-metox¡benc¡l)-8-metil-6-nonenam¡da
e Unidades utilizadas para evaluar sensorialmente la pungencia: 15 Unidades Scoville = 1 ppm
f El resultado de ACD/Aqueous Solubility v4 0 se obtuvo usando ACD/I-Lab Service,

10



Generalidades

Tabla 1. Estructuras y pungencia de los capsaicinoides y otros vainilloides

Compuesto Estructura Pungencia
(U. Scoville)

Capsaicina

Dihidrocapsaicina

Nordihidrocapsaicina

Homocapsaicina

Homodihidrocapsaicina

A/-Vainillil nonanamida

(capsaicina sintética) H_

Gingerol

Shogaol

Piperina

CH,

Resinferatoxina

16,000,000

16,000,000

9,100,000

8,600,000

8,600,000

150,000

100,000

160,000,000
/ (dato aproximado)

(Caterinaefa/,, 1997)
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Los capsaicinoides son una herramienta útil en el estudio de la síntesis e

hidrólisis de amidas debido a que su estructura química es la base de sus efectos

fisiológicos,, Se ha demostrado que modificaciones en la estructura de la

capsaicina repercuten en sus propiedades fisiológicas y sensoriales,, Estos

cambios en sus propiedades y los nuevos avances en el conocimiento de los

receptores vainilloides brindan la posibilidad de diseñar sistemas de evaluación de

la relación estructura-función para amidas derivadas de la capsaicina,

2,2.3,1 Efecto fisiológico

La capsaicina genera su efecto picante debido a la liberación de la

sustancia P9 de algunas neuronas sensoriales (nociceptoresñ) localizadas en la

boca, Este neuropéptido inmediatamente transmite señales de dolor al cerebro, el

cual responde liberando endorfinas creando así un sentimiento de euforia

temporal,. El consumo repetido de capsaicina causa analgesia o desensibilización

debido a que elimina la sustancia P de los nociceptores, razón por la cual con el

consumo las personas adquieren una mayor tolerancia a la capsaicina (Bear et al,,

2001). Cuando se aplica como tópico en la piel para tratar dolores, la capsaicina

"dispara ráfagas de la sustancia P a través de las fibras C ' " causando una

sensación inicial de calor, El repetido uso de la capsaicina también desensibiliza

las terminales nerviosas del cuerpo, por lo que se disminuyen o eliminan

completamente las señales de dolor durante el tiempo que la capsaicina es

aplicada,, Cuando finaliza el tratamiento con capsaicina, el almacenamiento de

sustancia P se revierte a niveles normales (DeWitt, 1998), es decir no causa

propiamente una adicción temporal y además se recupera la sensibilidad,, Otras

respuestas del cuerpo hacia la capsaicina son: aumento del flujo sanguíneo

9 Neuropéptido mensajero que le indica al cerebro acerca del dolor o !a inflamación en la piel,,
h Receptores de dolor, Los localizados en la boca, nariz y estómago reciben el nombre de células

trigeminales,
1 Fibras desmielinizadas que transmiten la información de dolor y temperatura de 0 5 a 2 m/seg
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acelerando el metabolismo, incremento en la salivación y en la velocidad de

transpiración con el fin de refrescar la boca y el organismo,,

2.2.3,2 Características estructurales y su relación con la pungencia

Estructuralmente, los capsaicinoides presentan tres regiones primordiales:

Región A: el grupo aromático vainilloide; Región B: el enlace amida y Región C;

la cadena lateral hidrofóbica (Figura 2),,

Y

Anillo
vainilloide Enlace

amida
Cadena hidrofóbica

Figura 2. Estructura de la capsaicina,.

Basados en la estructura de la capsaicina, como sustancia pungente más

potente, Szolcsanyi y Jancsó-Gabor (Govindarajan & Sathyanarayana, 1991)

propusieron en 1975, un modelo para el estímulo de los receptores de

capsaicinoides en los nervios sensitivos,, La configuración del receptor mostrado

en la Figura 3, visualiza la unión a 5 sitios de estímulo activo: (1) Unión del átomo

de hidrógeno del 4-hidroxilo; (2) unión del hidrógeno del grupo a mino en forma

electronegativa debido al alineamiento del g rupo 3-metoxiío del a nillo aromático

con ei enlace amida, provocando también que, (3) el oxígeno del grupo carbonilo

se una electropositivamente; (4) y (5) se unen las áreas apolares (anillo aromático

y cadena lateral alquílica) mediante fuerzas de Van der Waals..
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Figura 3,, Modelo de Jancsó - Gabor para la unión de capsaicinoides a sus
receptores,,

Algunos puntos importantes que explica este modelo son los siguientes:

1. La capsaicina, sus homólogos y otras estructuras análogas que poseen

la estructura óptima para unirse a los sitios de estímulo de este receptor modelo,

inducen las 3 respuestas básicas: pungencia, dolor e insensibilización,,

2,, Todas aquellas moléculas análogas a la capsaicina, con grupos

insuficientes para saturar el receptor modelo, logran uniones débiles provocando

respuestas también débiles de pungencia,

3,, Existe una longitud ideal de la cadena que se adapta al receptor modelo,,

Compuestos con cadenas más cortas o largas o cicloderivados, tienen uniones

débiles con áreas apolares (4) y (5), reduciéndose así el grado de pungencia,,

4. Los compuestos que carezcan de uno de los grupos de unión, tendrán

poca afinidad por los receptores.,

Estudios posteriores utilizando análogos como la resinferatoxina (DeVries &

Blumberg, 1989) y antagonistas como la capsazepina (Bevan eí a/,,, 1992, Walpole

et al,., 1994), han apoyado la existencia de un sitio de unión al receptor vainilloide

que interactüa básicamente con los primeros 4 sitios de estímulo identificados en

el receptor modelo (Figura 3).,

Por otro lado, las tres regiones de la estructura de los capsaicinoides han

sido estudiadas in vito con base en consideraciones estructura-función obtenidas

de datos de flujo de Ca2+ en neuronas de espina dorsal de ratas neonatales, lo

cual permite predecir una actividad analgésica,, Walpole y col,, (1993abc)

encontraron que:
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a) El sustituyente 4-OH con un sustituyente adyacente 3-OH o 3-OCH3 en el

anillo vainilloicle son indispensables para mantener la estructura-función en la

construcción de análogos de capsaicina (Walpole et a/.., 1993c);

b) El grupo amido de la /V-vainillil nonanamida (-CH2NHCO-) y su amida

reversa (-CH2CONH-) son equipotentes, parece haber una longitud óptima de un

átomo de carbono entre el anillo vainilloicle y el enlace amida, y el cambio del

enlace amida por otro grupo funcional (éster o A/-metilamida) minimizan la

potencia del análogo,, Si el cambio se realiza por una tiourea (-CH2NHCSNH-) se

obtiene un análogo mucho más potente (Walpole eí al., 1993a),

c) La capsaicina y la dihidrocapsaicina son aproximadamente equipotentes,

sugiriendo que el tamaño total de la cadena o la hidrofobicidad (o ambos) son más

importantes que el doble enlace y que la cadena ramificada (Walpole eí a/..,

1993b),,

En conclusión, las tres regiones estructurales de los capsaicinoides son

muy importantes en la relación estructura-función, sin embargo aún no se ha

estudiado su efecto en el receptor de capsaicinoides ni se ha correlacionado con

su pungencia,,

2,2,3.3 El receptor vainilloide

Recientemente se descubrió que los capsaicinoides activan las fibras

nerviosas sensoriales a través de un canal iónico denominado receptor vainilloide

subtipo 1 (VR1) (Caterina et al.,, 1997),, En este trabajo, Caterina y col,, clonaron y

expresaron el receptor de capsaicina a partir de neuronas sensoriales, y aislaron

eí cDNA funcional utilizando un flujo de calcio,, Este receptor es un canal iónico no

selectivo, relacionado estructuralmente a la familia de los canales iónicos TRPj El

receptor clonado también es activado por un incremento potencialmente dañino de

j Transient receptor potential Familia de canales iónicos encontrados en Drosophila, Se ha

encontrado que homólogos mamíferos del gen del canal TRP, codifican por lo menos 20 proteínas

de canales iónicos, Ellos están ampliamente distribuidos en tejidos de mamíferos pero aun se

desconocen sus funciones fisiológicas específicas (Clapham etai,, 2001),

15



Generalidades

temperatura, sugiriendo que funciona como transductor del estímulo térmico del

dolor in vivo,

Este receptor es activado por la capsaicina y la resinferatoxina, y es inhibido

por la capsazepina Al unirse la capsaicina, se activa el canal, abriéndose y

permitiendo un flujo de entrada de iones calcio (Ca2+) y sodio (Na+) que

despolarizan las fibras neuronales y mandan impulsos nerviosos a través de las

células del ganglio de la raíz dorsal (DRG) en la columna vertebral, hacia ei

cerebro (Figura 4). Las temperaturas potencialmente dañinas al tacto utilizan los

mismos elementos, explicando porqué hay una sensación de calor al excederse

en el consumo de chile (Clapham, 1997)

• , * •

\

Oapsaifiína Caler

CefélbrftJ
HOTI

- ^

Figura 4. Lo picante y el calor activan las fibras nerviosas sensoriales a través de
un canal iónico descubierto por Caterina y col Adaptado de: Clapham, 1997

La capsaicina no sólo tiene efecto en el receptor vainilloide sino que también

es capaz de inhibir tanto corrientes de K+ como de Ca2* (Kuenzi & Dale, 1996), y

específicamente la corriente de Ca2+ tipo T (lCaT) de células espermatogénicas de

ratón (López-González, Reyes-Duarte et a/., artículo en preparación)
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El conocimiento del receptor vainffloide 7(VR1) y que los capsaicinoides

también tienen efecto en otro tipo de canales iónicos son sin duda eventos que

apuntan al diseño de métodos mucho más sensibles y exactos para medir la

pungencia, así como el efecto de los capsaicinoides y sus análogos en el

organismo..

2 2 3 4 Cuantificación sensorial de la pungencia

La composición de la cadena lateral hidrofóbica proporciona los diferentes

grados de pungencia a cada capsaicinoide y la pungencia del fruto depende de la

cantidad total de ellos., Como es bien sabido, el primer síntoma por el consumo de

la capsaicina, es la sensación de calor como estímulo de la pungencia o el picor

del chile,, Debido a esto, se han desarrollado técnicas sensoriales para la

cuantificación de los capsaicinoides,, Sin embargo, estas técnicas no son de gran

precisión a pesar de que representan herramientas importantes para el análisis y

fueron las primeras usadas con este fin (Garda et a/,,, 1993),. La técnica tradicional

y más conocida es la diseñada por W, Scoville (Chemistry and Wilbur Scoville,

2002), la cual consiste en entrenar a un grupo de jueces para detectar y

diferenciar la pungencia del chile,, Se basa en preparar diluciones de soluciones de

capsaicina hasta que los jueces puedan detectar el primer indicio de pungencia y

la evalúan de acuerdo a una escala de unidades Scoville, donde 1 ppm equivale a

15 unidades Scoville Esta escala se ha correlacionado con análisis realizados en

cromatografía de gases (Todd et al,, 1977) y líquidos de alta resolución (Batchelor

& Jones, 2000), Sin embargo, este último método cromatográfico se basa en la

longitud de la cadena hidrofóbica de los compuestos, lo que limita que nuevos

análogos modificados en otra región de la molécula puedan cuantificarse en

pungencia,, La técnica de Gillette, que es menos utilizada, consiste en evaluar la

pungencia mediante un grupo de jueces entrenados, limitados a evaluar sólo dos

muestras por sesión, Su correlación con un método de HPLC es muy alta (r=0,,96)

(Garcia eí ai, 1993, Gillette et ai, 1984),,
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2.2,3 5 Usos y aplicaciones

Los capsaicinoicles se utilizan tanto en la industria alimentaria como en la

farmacéutica, ya que también tienen propiedades medicinales., Son estimulantes

en el tracto digestivo, bloqueadores de la transmisión del dolor y promueven el

metabolismo energético

Las aplicaciones de los capsaicinoides conocidas hasta ahora, son:

• Como condimentos para carnes frías, mayonesas, aderezos, etc.,

• En la industria enlatadora de chiles, para mantener un picante constante en

su producción.,

• En la industria tabacalera, ya que proporciona el sabor picante que raspa la

garganta,

• Como ingrediente en algunos shampoos, previniendo la caída del cabello y

fomentando su crecimiento; posiblemente debido a un incremento en la

circulación sanguínea,,

• En repelentes de protección personal; la presentación es en aereosol (U.S,,

Department of Justice, 1994),,

• Como repelente en productos químicos en la agricultura; evita que los

animales domésticos los ingieran,

• En alimentos para aves; estos animales no perciben el sabor picante, pero sí

las ardillas y otros roedores que pudieran alimentarse de estos productos

(Rouhi, 1996),, Esto ha resultado un gran hallazgo para personas que tienen

pajareras en sus patios (una costumbre estadounidense),,

• En pinturas marinas para embarcaciones; evita que los caracoles y otros

crustáceos se adhieran a los cascos de los barcos,

• En medicamentos contra el dolor (principalmente cáncer de boca y artritis,

pero también es usado en lesiones musculares, y neuropatías virales y

diabéticas); el medicamento se consigue en cremas cuyo único efecto

secundario es ardor en la piel tras aplicarse,, La Facultad de Química de la

UNAM elaboró recientemente una formulación que salió a laventacone l

nombre de Capsidol Sin embargo esta crema ha sido rechazada por los
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pacientes debido a un excesivo ardor en la piel (Comunicación personal con

el Médico Traumatólogo J A Ruiz Sánchez, Cuernavaca, Morolos)..

2.2.3,6 Capsinoides: Compuestos no pungentes análogos a los

capsaicinoides

Los capsinoides son sustancias del tipo de los capsaicinoides encontrados

en una variedad de chiles (Capsicum annuum) cultivada no picante (CH-19

Sweet), Estos compuestos no pungentes, fueron recientemente descubiertos,

extraídos y caracterizados por el grupo de Kobata y col Se presume que estos

capsaicinoides no picantes se encuentren en otras variedades de chiles silvestres

(Kobata et al.,, 1998a, Kobata eí al, 1999)., Actualmente algunos se sintetizan

mediante una hidrólisis química de la capsaicina y posterior síntesis enzimática

con alcohol vainillílico (Kobata etai, 2002)

Los capsinoides son estructuralmente similares a los capsaicinoides con la

única diferencia que los primeros son esteres, (Tabla 2)

Tabla 2,, Estructuras de ios capsinoides,,

Nombre Estructura

Capsiato

Dihidrocapsiato

Nordihidrocapsiato
HO

Comparado con la capsaicina, el capsiato es alrededor de 10 veces menos

soluble en agua (0,,0072mg/mL a 25°C, ACD Labs) y a temperatura ambiente es

un líquido aceitoso (como ocurre comúnmente con los esteres),,
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Ohnuki y col,, han estudiado el efecto fisiológico de estos compuestos y

descubrieron que promueve el metabolismo energético y suprime la acumulación

de grasa tal como lo hace la capsaicina, sólo que el capsiato puede administrarse

en mayores dosis sin tener la molestia del efecto picante (Ohnuki et a/,,, 2001a),,

Este mismo grupo de investigación también ha encontrado que en humanos, su

consumo eleva la temperatura del cuerpo sin marcada transpiración (Ohnuki etai,

2001b).

Estos nuevos compuestos presentan una alternativa sobre la capsaicina

con gran potencial para el tratamiento de distintos padecimientos que hasta ahora

son limitados por los efectos secundarios que produce la capsaicina,,

2.3 Lipasas

Industhalmente, las hidrolasas son las enzimas de mayor aplicación en el

mercado (más del 80% en 1996), mientras que las oxidorreductasas sólo ocupan

el 5% (The industrial enzyme market, 1997), Dentro del grupo de las hidrolasas se

encuentran las lipasas, las cuales convencionalmente, catalizan reacciones de

hidrólisis de triacilglicéridos (grasas y aceites) a ácidos grasos libres,

monoacilglicéridos, diacilglicéridos y glicerol (Patel et ai., 1996), Dentro del

sistema numérico categórico de EC (Enzyme Nomenclature Datábase, 1999)

están clasificadas como triacilglicerol lipasas (EC 3.1.1.3) dentro del grupo de las

hidrolasas de esteres carboxílicos (EC 3.1.1).. Estas enzimas son muy importantes

en las áreas de tecnología de alimentos, ciencias nutricionales y farmacéuticas,

industria química y de detergentes, y medicina clínica, debido a su habilidad de

catalizar varias reacciones involucrando una amplia gama de sustratos,

2,3,1 Especificidad

Uno de los rasgos característicos de las lipasas es su especificidad,, Si bien

son generalmente conocidas por la hidrólisis y síntesis de grasas, presentan

características adicionales que se ejemplifican en la Figura 5.. Estas propiedades

básicamente consisten en: 1) estereoselectividad (habilidad para actuar sobre un
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determinado enantiómero o diasterómero en una mezcla racémica), como se

ejemplifica con la obtención del enantiómero R de la mezcla racémica del ácido a-

bromopropiónico; 2) regioselectividad (preferencia para actuar selectivamente

sobre un grupo funcional de la molécula en presencia de otro igual en la misma

molécula), como se ejemplifica con la síntesis del triglicérido 1,3-oleato-2-miristato,

donde la lipasa 1,3-selectiva hidroliza o sintetiza preferencialmente en las

posiciones 1 y 3 del triglicérido; 3) quimioselectividad (habilidad para actuar sobre

un grupo funcional en presencia de otro con igual o mayor reactividad), como se

ejemplifica al utilizar como sustrato la /V-metil-glucamina la cual posee un alcohol y

una amina disponible para sintetizar la amida, el éster o ambos (Rozzell, 1999,

Villeneuve & F oglia, 1997), y 4) s u g ran e stabilidad p ara trabajar e n m edios n o

polares o con poco contenido de agua,

Es muy importante resaltar que estas propiedades pueden ser controladas y

dirigidas por el sistema de reacción (p,, ej,, solventes, proporciones ácido/ base),,

La amplia investigación realizada sobre las lipasas a principios de los 90's

dentro del "European Lipase Project", permite ahora disponer de mayor

información sobre la estructura primaria, secundaria y terciaria, la activación

interfacial, el mecanismo catalítico, y las reacciones que catalizan (Schmid &

Verger, 1998) Los estudios más recientes se han orientado hacia aplicaciones

más específicas como son la resolución de mezclas racémicas (Óhrner et al,,

1996), modificación regioselectiva de moléculas polifuncionales (Adamczyk &

Grote, 1999) y síntesis de moléculas amfifílicas (Maugard et al,, 1997),, En este

contexto, la literatura empieza a abordar la extensión de la actividad lipolítica hacia

la síntesis de amidas, aunque hasta la realización de este trabajo, ninguna

hidrólisis de amidas con lipasas había sido reportada,.
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Estereoselectividad: Resolución del ácido ct-bromopropiónico para la obtención del compuesto

óptimamente a ctivo (R)-a-fenoxi-bromopropiónico c on 4 5% d e c onversión y 9 6% d e e ek d el éster

(Gandhiefa/,.,2000),,

Br

H,C-

COOH

n-Butanol
».

Lipasa de
Candida rugosa

y
COOBu

(R)

H 3 C "COOH

(S)

Regioselectividad: Hidrólisis y síntesis de esteres utilizando una lipasa (a) 1,3-seIectiva o sn-1,3 (b)

Esterificación con la lipasa pancreática porcina (PPL) obteniendo 83% de rendimiento y 99% de

monoacetato (Schmid & Verger, 1998),

Miristato ™ ^ MiristatoAcido
oleico

Oleato Oleato Acido
oleico

(b)

Acido Miristato
oleico

Hidrólisis^

/^Síntesis
f Lipasa sn-1,:

f Síntesis
f Lipasa sn-1,3

Oleato ÓH Acido
oleico

AcOEt .

1

OH OH

PPL

OH

Quimioselectividad: Síntesis de la amida, el éster o ambos a partir de la A/-metil-glucamina (Maugard

eí a/, 1998b),
o

CH2O
-OH

CH2OH

O-acil-N-meti l -glucamina

NH ( é s t e r >

HO

H OH

N-metil-glucamina

O

Acido graso

Lipasa B de
Candida
antárctica

H OH
N-acil-N-metil-glucamina

(amida)

Figura 5. Ejemplos de la selectividad de las lipasas

El porcentaje de exceso enantiomérico (% ee) da una idea de la pureza óptica de un compuesto

(o mezcla racémica) y está definido como: |(R) - (S)|, donde en una mezcla de enantiómeros (R) y

(S) con composición en moles o fracciones de peso, (R)+(S)=100%
1 sn = Steroespecific numbered, Posición numerada estereoespecíficamente en un triglicérido
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2.3,2 Características estructurales

Las lipasas poseen una única estructura terciana que expone un sitio

catalítico sólo en presencia de una fase lipídica insoluole (interfase agua-aceite) o

en un medio orgánico,, Esta es una ventaja de las lipasas frente a las esterasas ya

que las ultimas sólo actúan con sustratos solubles,, La gran estabilidad que

presentan frente a los solventes orgánicos está relacionada con sus

características estructurales, entre otras la alta proporción de aminoácidos

hidrofóbicos expuestos cuando el sitio activo se vuelve accesible, permitiendo así

que la región de unión a la interfase se convierta en una zona significativamente

más apolar, Otra característica es la orientación de las cadenas laterales de

dichos aminoácidos en el espacio, permitiendo una mejor interacción con el

solvente (Schmid & Verger, 1998),,

Estructuralmente presentan un plegamiento del tipo a/p-hidrolasa y un sitio

activo formado por serina, histidina y ácido aspártico/glutámico.. También poseen

un "agujero oxianión" y, en la mayoría de los casos, una "tapa" formada por una

a-hélice móvil que cubre el sitio activo (Figura 6), Este sitio es químicamente

similar pero estructuralmente diferente al de las serín-proteasas, ya que la cadena

principal que contiene a la serina catalítica se encuentra al revés en las lipasas

(Gandhiefa/,,,2000),,

La mayoría de las lipasas se caracterizan por presentar un incremento

drástico de actividad cuando actúan en la interfase agua-aceite,, A este cambio en

la actividad enzimática se le conoce como activación interfacial (Ferrato et al.,

1997),, Este cambio se presenta por un arreglo conformacional de la enzima

(movimiento de la "tapa" que cubre el sitio activo haciéndolo accesible al sustrato),

La lipasa B de Candida antárctica es una de las lipasas que no presenta este tipo

de activación y se comporta más como esterasa que como lipasa en medios

acuosos (Martinelle & Hult, 1995).. La hélice móvil (cc5) de esta enzima, más que

funcionar como "tapa", puede verse como parte de la superficie enlazante a

lípidos, sujetando a la lipasa en la interfase agua/lípido (Uppenberg et al, 1995)

23



Generalidades

(Códigos en PDBm: 1LBS y 1LBT) Esta característica posiblemente está

relacionada con las propiedades que posee la lipasa B para interaccionar con un

mayor número de sustratos y que le permite llevar a cabo reacciones que otras

iipasas y esterasas no pueden desarrollar tan fácilmente

Figura 6. Estructura de la lipasa de Mucor miehei en su forma expuesta Se
observa la a-hélice móvil que expone el sitio activo (rojo) dejándolo accesible para
el sustrato (generalmente triglicéridos) (cadena hidrofóbica verde con los átomos
de oxígeno rojos) Fuente: Schmid & Verger, 1998

2.3.3 Mecanismo catalítico

Las Iipasas son similares a las serin-proteasas en su mecanismo catalítico,

y poseen en su sitio activo 3 aminoácidos invariables: la serina, la histidina y el

ácido aspártico o glutámico, conocidos como la triada catalítica (Brady et ai,

Protein Data Bank, Página en internet: http://www rscb org/pdb/
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1990), El comportamiento catalítico de las lipasas se ajusta a un modelo del tipo

de Ping Pong Bi Bi (García et ai, 1992), y químicamente es similar a una reacción

de sustitución nucleofílica bimolecular (SN2) (Bentley et ai, 1996, McMurry, 1994,

Morrison & Boyd, 1998),, El modelo de Ping Pong Bi Bi considera la entrada de un

primer sustrato y salida de un primer producto continuando con la entrada de un

segundo sustrato y salida de un segundo producto, como se observa en la Figura

7 Estos modelos son comunes en reacciones de transferencia de grupos (Segel,

1975),

S2

/C-1 k.-. M k.f

ES-, E1
í-5

EP,
t<5

Figura 7. Representación esquemática del mecanismo cinético de Ping Pong Bi
Bi, Fuente: Segel, 1975,

De acuerdo con el mecanismo molecular (Figura 8) la reacción comienza

cuando la serina nucleofílica es activada por los residuos histidina y aspártico a

través de enlaces de hidrógeno entre dichos aminoácidos, permitiendo así que la

serina activada ataque al sustrato en el carbono del carbonilo, formando el

intermediario tetraédrico (Schmid & Verger, 1998), Este intermediario es

estabilizado por un "agujero oxianión" formado por aminoácidos vecinos,, Es

entonces cuando la histidina dona un protón al grupo saliente (RiO-), componente

del primer sustrato produciendo así un primer producto (alcohol, en este caso) y el

intermediario covalente acil-enzima En el complejo acil-enzima, el grupo acilo

componente del sustrato está esterificado al residuo serina de la enzima,,

La molécula entrante o segundo sustrato (agua, como es el caso

ejemplificado en la Figura 9), es activada por el residuo histidina el cual retoma el

protón donado en la primera etapa y el ion hidroxilo resultante actúa como

nucléofilo, atacando al carbono carbonilo del intermediario covalente acil-enzima,,

El sustrato entrante que actúa como nucleófilo, es el que define eí tipo de

reacción que se va a llevar a cabo,, Si el segundo sustrato es una amina se realiza
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una aminólisis, si es el amoniaco es una amoniólisis, si es un sulfhídrilo es una

tiólisis, si es otro alcohol es alcoholisis y si es un éster es una interesterificación

(Figura 10) (Patel et ai, 1996),

Al realizarse el ataque nucleofílico, se forma de nuevo el intermediario

tetraédrico estabilizado también por el "agujero oxianión" Inmediatamente, el

protón recuperado por la histidina y proveniente del nucleófilo, retorna a la serina

rompiendo el enlace éster entre la serina y el componente acilo, liberando así el

segundo producto y dejando a la enzima en su estado original,.

Primer sustrato

, C 0 0 ° — - H N ^
O

Asp
Sitio catalítico x |_|¡s

de la enzima

R,
Agujero oxianión

o

Ser

Rr

Complejo 4

acil-enzima Z*^

Asp
Primer

producto

Ser
His Intermediario

tetrahédrico

Figura 8. Mecanismo molecular de las lipasas (1a Parte),,
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Segundo sustrato

His
Complejo

Acii-enzima

Ser

ecoo — -

'Asp

S/í/o catalítico

°car—-
H

O

O
ii
C

0
:0

H

—H—o

Ser

Intermediario
tetrahédrico

Ser Segundo producto

Figura 9. Mecanismo molecular de las lipasas (2a Parte).

Las reacciones catalizadas por las lipasas se llevan a cabo a través del

mecanismo descrito y su desarrollo depende tanto de los sustratos como del

medio de reacción utilizados..
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o

Síntesis e hidrólisis

Síntesis

CH3OH

H20
Hidrólisis

OCH3

a) Acidólisis

O

b) Alcohólisis
O

Transesterificación

O

OH

0 C H + CH3CH2OH

c) Intercambio de esteres o interesterificación
O

O

X

OCH3+

d) Tiólisis

OCH-» +

OCH2CH3

OCH-, + ^

O

X
OCH2CH3 +

SCH2CH3 + C H 3 ° H

OH

OCH¡

O

OCH

Amoniólisis

O

NH2
+ CH3OH

Aminólisis

CH3CH2NH2

Ox C H 3 0 H

Figura 10. Reacciones de síntesis, hidrólisis, transesterificación, aminólisis y
amoniólisis catalizadas por I i pasas
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2.4 Aspectos importantes en la síntesis de amidas catalizada por lipasas

La selección de los donadores de acilo, el tipo de nucleófilo, la

desprotección de las aminas y el efecto de los solventes en las reacciones de

síntesis e hidrólisis catalizadas por lipasas son factores que deben ser

considerados y que pueden ser determinantes en el mejor desarrollo de las

mismas,,

2,4.1 Donadores de acilos

La especificidad de las lipasas hacia las cadenas de los grupos donadores

de acilos (ácidos grasos o triglicéridos) es generalmente hacia grupos grandes e

hidrofóbicos (Pleiss et al,, 1998), Por lo general, se han utilizado ácidos grasos

con longitudes de cadena desde 8 hasta 18 carbonos, siendo el ácido oleico por el

que mayor preferencia existe.,

En reacciones de transesterificación con lipasas, los ácidos grasos

activados han demostrado ser mejores donadores de acilos que los ácidos grasos

libres (Hacking eí al,, 1998, Plou et al, 1999), debido a que el alcohol es mejor

grupo saliente que el agua En reacciones de síntesis de amidas, Gotor y col

(2000) encontraron que la velocidad de reacción de aminólisis catalizada por

lipasas, es mayor utilizando esteres activados como donadores de acilos que

utilizando ácidos grasos libres,, Sin embargo, contrario a lo que ocurre con los

esteres, los esteres de vinilo provocan una reacción espontánea de aminólisis, por

lo que se prefieren los esteres metílico o etílico como grupos activadores (Gotor,

V, Comunicación personal),

Adicionalmente, los esteres de ácidos grasos poseen ciertas características

que los hacen más atractivos que los ácidos grasos libres, en especial para las

reacciones catalizadas por lipasas (Bloomer eí al, 1992, Kanasawud eí a/,,, 1992),,

Algunas de ellas son:

> Mayor termoestabilidad de los esteres comparada contra la de los

ácidos grasos libres,,
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> Uso de temperaturas de reacción bajas sin utilizar solventes debido al

bajo punto de fusión de los esteres etílicos

> Mayor estabilidad operacional para las enzimas por el uso de bajas

temperaturas,,

> No se produce agua durante la reacción,,

Rendon y col (2001) estudiaron las reacciones de glicerólisis" y observaron

un efecto que podría extrapolarse al uso de esteres como donadores de acilos,

Los autores detectaron que los mono- y diglicéridos obtenidos provenían tanto de

reacciones de hidrólisis y síntesis como de glicerólisis,, Al iniciar la reacción con

trioleína y glicerol, observaron una hidrólisis inicial de la trioleína en ácido oleico,

mono y diglicéridos,, Al ocurrir esto, la actividad de agua (aw) del sistema disminuía

(debido a que el agua se consumía en la reacción de hidrólisis) y comenzaba la

síntesis utilizando el glicerol como aceptor y formando más mono y diglicéridos,, La

explicación es la siguiente: inicialmente existía una cantidad de agua suficiente en

el sistema para competir como sustrato y llevar a cabo la hidrólisis,

Posteriormente, al tener ácidos grasos libres y glicerol, se llevaría a cabo la

síntesis o esterificación, Estas reacciones de hidrólisis y síntesis podrían ocurrir

también al utilizar esteres como donadores de acilo bajo condiciones no

controladas de aw,

2.4.2 Sustituyentes no adiados (nucleófilos): aminas, alcoholes y otros

compuestos

Óhrner y col (1996) estudiaron la resolución cinética de aminas y tioles

análogos de dos alcoholes secundarios (2-octanol y 1-feniletanol), catalizadas por

la lipasa B de Candida antárctica,. Ellos encontraron que la enantioselectividad

para acilar los compuestos R es independiente del nucleófilo, es decir, las amidas,

tioésteres y esteres formados eran de los enantiómeros R.. Este grupo de

n Reacciones de esterificación de glicerol partiendo de trigiicéridos para obtener mono- y

diglicéridos específicos,
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investigación también encontró que la naturaleza del nucleófilo afecta la velocidad

inicial de síntesis de los compuestos: la velocidad de formación de las amidas era

mayor que la de los tioésteres pero mucho menor que la de los esteres.

Explicando lo anterior, hacen mención que en una reacción no enzimática debería

ser mayor la velocidad de síntesis de la amida, sin embargo analizando el

mecanismo enzimático de la reacción se encuentra la diferencia en la velocidad de

transferencia del protón del nucleófilo al residuo histidina en el sitio activo durante

el ataque nucleofílico al complejo acil-enzima (revisar la Figura 9),, Esta velocidad

parece ser menor para la amina neutra que posee una más alta constante de

disociación que la de su correspondiente alcohol, y que concordaría con tas

menores velocidades de reacción observadas para las aminas comparadas contra

sus alcoholes análogos correspondientes,,

Por otro lado, los grupos de deCastro & Sinisterra (1998) y Garcia-Urdiales

y col,, (2000) reportaron que la enantiopreferencia de la lipasa B de Candida

antárctica es igual hacia una molécula de alcohol, cuando éste es usado como

nucleófilo en la reacción, que cuando es usada una amina. Esto concuerda con la

regla propuesta por Kazlauskas y col,, (1991) para la enantiopreferencia de las

lipasas de Candida rugosa (CRL) y Pseudomonas cepacia (PCL) basada en los

requerimientos espaciales del subsitio de reconocimiento del sustrato y la cual

define que dicho subsitio es muy rígido, y acepta sólo el enantiómero R Esta regla

se esquematiza en la Figura 11, La experiencia ha demostrado que la regla es

altamente predictiva para la resolución de los alcoholes secundarios, pero menos

exacta para las reacciones catalizadas por lipasas con alcoholes primarios y con

ácidos,, Recientemente, el modelo de Kazlauskas se corroboró con evidencia

cristalográfica (Grochulski eí ai., 1994),, Por otra parte, se ha demostrado que la

preferencia sobre un enantiómero específico, podría estar cinéticamente

influenciada por la velocidad con la que la enzima pasa del intermediario

tetraédrico a su estado origina!, Esta velocidad está controlada por la energía de

conformación del enantiómero y es predecible para alcoholes secundarios pero no

para los primarios (Zuegg eía/,,, 1997),,
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Alcohol secundario
(CRL, PCL) Alcoholes primarios, ácidos

Figura 11. Regla de Kazlauskas (M = sustituyente mediano, L = sustituyente
grande),, En el subsitio de reconocimiento para el alcohol secundario se observa
que el sustituyente mediano se encuentra alineado con el grupo hidroxilo,
favoreciendo estéricamente el enantiómero R. Para los alcoholes primarios y para
los ácidos la regla no es totalmente predicitiva.,

Maugard y col., (1998c) también han reportado reacciones catalizadas con la lipasa

B de Candida antárctica, donde el nucleófilo es una glucamina y observaron que el

gran volumen de esta amina no impide la síntesis con ácidos grasos (reacción

mostrada en la Figura 5),, Estos mismos autores utilizaron al aminoalcohol N-

metilglucamina para la reacción de síntesis quimoselectiva entre amidas y esteres

variando las condiciones ácido-base de la reacción y demostraron que en un

medio ácido se favorece la esterificación y en uno básico, la amidación,, Ellos

proponen que en el medio ácido el grupo amino es protonado imposibilitando su

ataque al complejo acil-enzima y favoreciendo la esterificación, mientras que si el

medio es básico, el grupo amino es más reactivo y se favorece la amidación

(Maugard ef a/,,, 1997),,

En el caso de síntesis de esteres con la lipasa B de Candida antárctica, la

transesterificación y la síntesis de triglicéridos (Cerdán et a/,,, 1998, Huang & Akoh,

1996) también se llevan a cabo con muy buenos rendimientos, lo que indica que la

lipasa B de Candida antárctica presenta una gran flexiblidad para trabajar con

sustratos de diferente tamaño y reactividad..
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2,4.3 Aplicación de aminas terciarías no reactivas para la desprotección de

grupos funcionales y sus efectos

Una de las estrategias comúnmente utilizada en la síntesis orgánica para

evitar reacciones laterales es la protección de grupos reactivos Los intermediarios

y productos contienen por lo general un sinnúmero de grupos funcionales, la

mayoría de los cuales debe protegerse y en el momento adecuado de la reacción

de síntesis, liberarse,, Existe un amplio intervalo de grupos protectores disponibles

para cada grupo funcional y la elección o combinación correcta de ellos es un

factor importante para lograr el éxito de la reacción,, Los grupos protectores se

identifican por su forma de retirarse, es decir, pueden ser hidrolizados con ácidos,

bases, por enzimas, reducciones, oxidaciones o con ayuda de sales de metales

pesados,, Los más comunes para protección de alcoholes, tioles, aminas y ácidos

carboxílicos son: Boc (ferí-butiloxicarbonil), Adoc (adamantiloxicarbonil), Cbz

(benciloxicarbonil), MOZ (p-metoxi-benciloxicarbonil) y Fmoc

(fluoroenilmetoxicarbonil), Los primeros son del tipo susceptible o lábil a ácidos y

el último, ampliamente utilizado para la protección de grupos amino, es del tipo

susceptible a bases,, El compuesto Fmoc es usado como parte de la técnica

estandard en la síntesis de péptidos en fase sólida y en solución para bloquear el

N-terminal, Para la síntesis de oligonucleótidos, frecuentemente se utiliza el DMTO

(éter dimetoxitritil) que es lábil a ácidos, para proteger los grupos hidroxilos y una

amida lábil a bases para proteger los grupos fosfato (Schelhaas & Waldmann,

1996),,

Por otro lado, hay grupos funcionales que requieren protegerse pero no con

la finalidad de dirigir una reacción o evitar reacciones laterales, sino para evitar su

descomposición, Este es el caso de algunas aminas muy reactivas que pueden

sufrir carbonatación con CO2 Estas aminas son "protegidas" formando una sal,

generalmente d e c lorhidrato (HCI),, P ropiamente, a l a s a l n o s e l e p uede I lámar

"grupo protector" debido a que su liberación es mucho más sencilla: la adición de

una amina terciaria básica fuerte no reactiva, como la /V,A/-diisopropiletilamina

(DIPEA), la trietilamina (TEA) o la N-metilmorfolina (NMM) (Bailen et ai, 2000, Han

etal,, 1997, Orain etal,, 2002), sustrae el clorhidrato, y desplaza el equilibrio hacia
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la amina primaria, liberándola y quedando la amina terciaria en forma de sal. Sin

embargo, la adición de algunas bases orgánicas no reactivas no sólo sirve para la

desprotección de grupos funcionales sino también se ha demostrado que pueden

influir en las reacciones enzimáticas desarrolladas en solventes orgánicos,, Por

ejemplo, Parker y col,. (1998) reportaron que la adición de trietilamina al medio de

reacción (n-hexano, tolueno o acetonitrilo), incrementa drásticamente la

enantioselectividad y actividad catalítica de la lipasa B de Candida antárctica, aún

utilizando solventes orgánicos saturados con agua,, Otros ejemplos incluidos en !a

revisión de Theil (2000), reafirman la influencia de la trietilamina en la

enantioselectividad de reacciones de síntesis en diferentes solventes orgánicos,

catalizadas por pancreatina y otras lipasas de Mucor sp„, Candida ciiindracea,

Pseudomonas cepacia y principalmente Candida antárctica..

Otro caso interesante de la influencia de la trietilamina es en la potenciación

de la acilación regioselectiva de derivados de monosacáridos utilizando

pancreatina o la esterasa de Rhodosporium en tetrahidrofurano (Theil, 2000).

En la hidrólisis de esteres, los aditivos utilizados para mejorar la

enantioselectividad han sido el dextrometorfano (DM), levometorfano (LM),

pirrolidina y algunos carbamatos.. Entre otros aditivos probados se encuentra el

Tritón X-100, el cual incrementa la selectividad de la lipasa de Candida ciiindracea

sobre esteres alquílicos del ácido transcrisantémico (Bashkar et ai, 1994), y el

cloruro de potasio, que incrementa la actividad de la proteasa subtilisina en

solventes orgánicos (Khmelnitsky et ai, 1994),,

Las sales de amonio también han mostrado un aumento en la

enantioselectividad y en la velocidad de reacción para la resolución cinética de

ciclohexenoles con diceteno, catalizada por la lipasa B de Candida antárctica

(Novozym 435) en dioxano (Theil, 2000),,

En los casos mencionados anteriormente, los autores coinciden en que

mantener una aw definida y constante en las reacciones de síntesis catalizadas por

lipasas en solventes orgánicos es crucial para el buen desarrollo de las

reacciones,, También señalan que, la adición de hidratos de sales puede conservar
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las condiciones óptimas de la reacción manteniendo la aw constante e

incrementando la velocidad de reacción (Theil, 2000),,

La influencia de las sales de amonio se puede comparar con la influencia

provocada por las aminas terciarias,, Algunos autores explican la influencia

benéfica de las aminas terciarias por la formación de pares iónicos con impurezas

acidas,, Si este es el caso, la adición de aminas terciarias tiene dos funciones

claras: remoción de trazas de ácidos y modulación de la aw (Theil, 2000),,

Finalmente es posible concluir que existen ventajas en el uso de aditivos en

las reacciones de síntesis catalizadas por lipasas, derivadas ya sea de la

protección/desprotección de grupos o del efecto en las propiedades del medio de

reacción,, En ambos casos, se colabora al mejoramiento del desempeño catalítico

de las enzimas, Sin embargo, siempre es importante evaluar claramente el efecto

de los aditivos directo sobre la enzima y sobre la reacción enzimática,, Aún existen

aditivos, como la DIPEA, de los cuales se desconoce si presentan alguna

influencia sobre las reacciones enzimáticas.,

2,4.4 Solventes

Numerosos estudios realizados desde mediados de los 80's, han revelado

que el uso de solventes orgánicos en la tecnología enzimática incrementa su

poder de aplicación,, Además de que permite a las enzimas catalizar reacciones

que en medio acuoso no eran posibles, las estabiliza y las hace exhibir nuevos

comportamientos como la "memoria molecular",, La memoria molecular de una

enzima se refiere tanto a la "memoria de pH" (la actividad catalítica de la enzima

es dependiente del pH de la última solución acuosa a la cual se expuso) como a la

memoria de ligando inducido (liofilizando con inhibidores competitivos y

extrayéndolos posteriormente, se logra mantener la especificidad y estabilidad de

la enzima por el sustrato en solventes orgánicos),, En particular, el solvente afecta

y en ocasiones invierte la selectividad enzimática, tanto de sustratos como

productos, y la estéreo-, regio- y quimioselectividad (Carrea & Riva, 2000,

Klibanov, 2001).. Entre otras ventajas, el uso de solventes orgánicos brinda la

capacidad para solubilizar sustratos o productos hidrofóbicos permitiendo una más
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fácil recuperación, mantiene el equilibrio termociinámico favoreciendo la síntesis

sobre la hidrólisis y se evitan las reacciones laterales dependientes de agua,,

Aún así, el agua es necesaria y juega un papel muy importante en las

reacciones enzimáticas desarrolladas en solventes, puesto que el agua que se

encuentra unida a la enzima es esencial, Los solventes polares tienden a

secuestrar el agua esencial de la enzima, por lo que solventes hidrofóbicos como

el n-hexano, son los más usados, Si la reacción produce agua (como en las

esterificaciones) por lo general, se ha observado un decremento en el equilibrio de

conversión y en la actividad enzimática, además de la disminución en la

estabilidad de la enzima (Mensah ef a/,,, 1998),, Se han desarrollado diferentes

métodos para controlar el agua disponible (aw) en las reacciones de esterificación,

como son: evaporación, pervaporación, adsorción (sílica gel, alumina, zeolitas),

tamices moleculares, resinas de intercambio iónico (Mensah ef a/,, 1998) y la

adición de hidratos de sales, como se mencionó en la sección 1.1.3.

Los solventes comunmente utilizados en las reacciones de amoniólisis y

aminólisis (Tabla 3) van desde hidrofóbicos hasta polares, pasando por mezclas

de solventes y uso de cosolventes.,

Tabla 3. Solventes utilizados en las reacciones de aminólisis y amoniólisis

Solvente Referencia

n-Hexano (Maugard eí a/,, 1997, Maugard eí ai,
1998c, Zaks & Klibanov, 1985)

Diisopropil-éter (Chamorro eí a/, 1995, Conde ef a/.,,
1997, Conde eí a/,, 1998)

Dioxano (Gotor, 2000, Valerio-Alfaro eí a/,,, 2000),

Isopropil-éter (Adamczyk eí a/,,, 1997, Adamczyk &
Grote, 1999)

Acetona (Zaks & Klibanov, 1985)

(deZoete eí al.,, 1993, deZoete ef al.,
íerí-Butanol 1996t Hacking ef a/,, 1998, Sheldon & van

Rantwijk, 1999),.

2-Metil-2-butanol (Maugard ef al,, 1997, Maugard ef a/,,
(alcohol íe/í-amílico) 1998c)
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Por otro lado, la enantioselectividacl ha sido uno de los temas más

estudiados en la síntesis catalizada por lipasas debido a su potencial de aplicación

para la síntesis química,, Existen estudios como el de Ottosson y col,, (2002) donde

utilizando diferentes solventes demuestra que la enantioselectividad de la lipasa B

de Candida antárctica puede incrementarse al cambiar el tipo de solvente,, La gran

mayoría de los estudios utilizan un solo solvente y determinados compuestos de

importancia química, como son los ejemplos mencionados anteriormente al hacer

referencia a los solventes más usados, En estos estudios las conversiones

obtenidas varían entre 40 y 95%, pero sus enantioselectividades coinciden

siempre en valores por arriba del 90%,,

Por otro lado, la regio- y quimioselectividad influenciadas por los solventes

están siendo un nuevo motivo de interés,, Se ha observado que la lipasa de

Pseudomonas cepacia cataliza prefencialmente la esterificación en uno de los

grupos hidroxilos de una molécula aromática (Rubio et ai,., 1991) o bien en los de

un azücar (MacManus & Vulfson, 1 997), y que esta preferencia es fuertemente

afectada (o incluso revertida) por el solvente,, Rendon y col, (2001) observaron que

se puede modificar la regioselectividad al realizar mezclas de solventes., Ellos

realizaron síntesis de diglicéridos catalizada por la lipasa Lipozyme y obtuvieron

dos perfiles diferentes de regioisómeros de dioleína en función de la composición

del solvente: el isómero de dioleína 1,2 se favoreció al incrementar la proporción

de 2-metil-2-butanol en n-hexano y el 1,3 se sintetizó preferencialmente en

reacciones con n-hexano al 100%,, Armesto y col,, (2002) acilaron

regioselectivamente el shiquimato de metilo utilizando distintas lipasas y la

subtilisina en solventes de distinta polaridad, La influencia del solvente en la

quimioselectividad se ha observado en varias lipasas y proteasas y básicamente

entre grupos a minos e hidroxilos (Ebert et ai,,, 1 996, Tawaki & Klibanov, 1 993),,

Como señalan Wescott & Kiibanov (1994), curiosamente la quimioselectividad de

una enzima en solventes orgánicos sigue generalmente una tendencia contraria a

la de una reacción no catalizada y correlaciona fuertemente con el parámetro de

formación de puentes de hidrógeno del solvente: la amídación se favorece en

aquellos altamente propensos a formar puentes de hidrógeno, La Figura 12
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muestra la dependencia de la quimioselectividad con el parámetro de formación de

puentes de hidrógeno del solvente para la reacción de monobutirilación de N-

ct-benzoil-L-lisinol catalizada por la lipasa de Pseudomonas sp, En esta figura se

observa que la A/-acilación se ve más favorecida en ferf-butanol que en 1,2-

dicloroetano,, Este análisis se realizó midiendo la relación de eficiencias catalíticas

de formación del éster sobre la formación de la amida, mt "•cat,

X
en distintos solventes (Wescott & Klibanov, 1994), Los mismos autores sugieren

una explicación para este efecto: cuando un grupo nucleofílico participa en un

enlace de hidrógeno con el solvente, el grupo nucleofílico no puede atacar al

complejo acil-enzima, provocando que la reacción no se favorezca, Debido a que

los grupos hidroxilos son mejores donadores que los grupos amino para formar

puentes de hidrógeno, su habilidad para actuar como nucleófilos es menor que la

de las aminas cuando el medio de reacción es un solvente capaz de formar

puentes de hidrógeno,,

1,4

i
0,7

0.0

*
a

•b

k .
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Parámetro de formación
de puentes de hidrógeno

Figura 12.. Dependencia de la quimioselectividad con el parámetro de formación
de puentes de hidrógeno en la reacción con /V-a-benzoil-L-lisinol, analizada a
través de la relación de eficiencias catalíticas de formación del éster sobre la
formación de la amida, Solventes: (a) 1,2-dicloroetano, (b) cloroformo, (c)
diclorometano, (d) nitrobenceno, (e) acetonitrilo, (f) acetato de ferf-butilo, (g)
dioxano, (h) éter metílico de terí-butilo, (i) tetrahidrofurano, G) piridina, (k) alcohol
ferí-amílico, y (I) ferf-butanol, Fuente: Wescott & Klibanov, 1994,,
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Estos antecedentes demuestran que los solventes orgánicos, además de

las ventajas ya conocidas, presentan un gran potencial para la manipulación de la

enantio- y regioselectividad de las reacciones enzimáticas catalizadas por lipasas,,

Sin embargo, poco se ha estudiado sobre los efectos en el equilibrio

termodinámico y en los cambios en la conversión de la síntesis de amidas y

esteres,,
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3 JUSTIFICACIÓN

Desde hace dos décadas, gracias a la amplia vertiente de conocimientos

sobre las enzimas en cuanto a la relación estructura-función y al control

termodinámico mediante la selección de solventes orgánicos, las

biotransformaciones se han convertido en una alternativa viable a la síntesis

química para la producción de especialidades químicas y compuestos ópticamente

activos,,

Dentro del amplio número de grupos enzimáticos existentes, las lipasas, a

diferencia de otras enzimas, son muy estables en solventes orgánicos no polares y

pueden aceptar un amplio número de sustratos de diferentes tamaños y

características estereoquímicas, lo que les permite una gran versatilidad para

realizar reacciones como hidrólisis de esteres, esterificación, transesterificación,

tiólisis, acidólisis, aminólisis y amoniólisis

En particular la literatura científica es muy abundante en aspectos

relacionados con las lipasas, tales como producción y purificación, determinación

de estructura, mecanismo catalítico, estabilidad, hidrólisis y síntesis de grasas y

aceites, aplicaciones industriales y en síntesis orgánica, entre otras,. Sin embargo,

existen áreas de investigación menos desarrolladas dentro del estudio de las

lipasas, como es su capacidad para la hidrólisis y síntesis de amidas, Las

reacciones de hidrólisis de amidas, a diferencia de la hidrólisis de esteres, no son

comúnmente catalizadas por lipasas y hasta donde se sabe, no existen reportes

en la literatura que involucren la caracterización de estas reacciones,, Por otro

lado, las reacciones de síntesis de amidas catalizadas por lipasas presentan un

gran potencial para la producción de amidas de ácidos grasos, cuyo interés se

centra en sus propiedades lubricantes y tensoactivas

Por otra parte, otros compuestos con usos potenciales en la industria

alimentaria y farmacéutica son los capsaicinoides,, Estructuralmente, los

capsaicinoides están formados por un anillo vainilloide y un ácido graso unidos

mediante un enlace amido,, Como se mencionó anteriormente, son los compuestos

responsables de la pungencia en los chiles y, además de sus propiedades
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organolépticas, son bloqueadores de la transmisión del dolor (desensibilizan) y

promueven el metabolismo energético,, Una de las aplicaciones modernas de los

capsaicinoides se centra en medicamentos para artritis y cáncer de boca, sin

embargo una limitante para su uso es que producen reacciones secundarias como

irritación y ardor en la piel,, Sería de gran potencial para estas industrias, contar

con compuestos que provocaran las reacciones de calor e insensibilidad pero con

reacciones secundarias menores,. En este sentido, se ha reportado anteriormente

que las modificaciones en la molécula de la capsaicina, p,, ej,,, los compuestos

análogos e n donde I a s ustitución d el e ntace a mida p or o tro t ipo d e e nlace o e I

cambio en la longitud del ácido graso, pueden alterar los efectos fisiológicos y

posiblemente organolépticos de la capsaicina,,

Si bien algunos compuestos análogos de la capsaicina se encuentran

naturalmente en ciertas variedades de pimientos, su abundancia es limitada y

podrían sintetizarse enzimáticamente a partir de la capsaicina,. Estos compuestos

actualmente se sintetizan en varias etapas secuenciales químicas y enzimáticas

que involucran etapas intermedias de recuperación y purificación,, Estas etapas

podrían ser eliminadas si la reacción de síntesis se realiza enzimáticamente en un

mismo sistema,,

Aún cuando se conoce que las lipasas catalizan reacciones de síntesis de

amidas eficientemente, el estudio de estas reacciones se ha enfocado,

primordialmente, hacia la enantio- y regioselectividad en solventes orgánicos,, El

amplio conocimiento de las reacciones de síntesis de esteres catalizada por

lipasas, funge como herramienta para el estudio de la síntesis de amidas y

proporciona información útil sobre el comportamiento de las lipasas en los medios

de reacción que son más adecuados para las reacciones de síntesis, como son los

solventes orgánicos., El efecto del solvente en la velocidad de reacción, en la

conversión y en la quimioselectividad, así como el aceptor de acilo (amina o

alcohol), y el efecto de la "desprotección" de los grupos amino, son parámetros

importantes que podrían ser explotados para el mejoramiento de las reacciones

enzimáticas de síntesis de amidas y que hasta el momento, han sido poco

estudiados,,
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En el presente trabajo el interés principal es contribuir al conocimiento de

las reacciones de síntesis e hidrólisis de amidas catalizadas por lipasas tomando

como modelo a la capsaicina y, por otra parte, sintetizar enzimáticamente

compuestos que presenten propiedades interesantes para ser utilizados en las

industrias alimentaria y farmacéutica,,
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4 OBJETIVOS

General:

• Estudiar las reacciones de síntesis e hidrólisis de amidas catalizadas por la

lipasa B de Candida antárctica,.

Específicos:

• Contribuir al estudio de la especificidad de las lipasas en la síntesis e

hidrólisis de amidas, analizando su selectividad por las aminas, tomando

como referencia la síntesis e hidrólisis de esteres,,

• Caracterizar cinéticamente la reacción de hidrólisis de capsaicina,

• Caracterizar las reacciones de síntesis de los derivados de capsaicina, en

términos de su conversión y velocidad de síntesis..

• Analizar el efecto del solvente en la síntesis de amidas y esteres,,

• Estudiar el efecto de los sustituyentes del anillo vainilloide en la síntesis de

amidas y esteres,.

• Realizar reacciones de síntesis de amidas y esteres análogos a la

capsaicina,.

• Analizar el efecto pungente de los compuestos análogos a la capsaicina

sintetizados enzifriáticamente
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5 MATERIALES Y MÉTODOS

5.1 Estrategia experimental

La estrategia experimental de este proyecto se presenta en la Figura 13,,

Reacciones de hidrólisis
de la capsaicina

Barrido de enzimas
Proteasas y amidasas

lipasas y esterasas

Selección de la mejor
enzima en el mejor
medio de reacción

Reacciones de síntesis
de amidas utilizando la
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Figura 13.. Estrategia experimental del trabajo

La parte final del trabajo consistió en analizar la capacidad de las lipasas

para intercambiar un enlace éster por uno amida, en un solo sistema,, El producto

a obtener, el capsiato, se analizó fisiológicamente y se comparó con el producto

de hidrólisis de la capsaicina, la vainillinamina, y con la capsaicina,,
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5.2 Materiales

La capsaicina (98% y 60%), dihidrocapsaicina (90%), acido oleico, N,N-

diisopropiletilamina (DI PEA), bencilamina y alcohol bencílico se adquirieron de

Sigma Chemicaí Co. (MO, USA). El clorhidrato de vainülilamina

(vainillinamina*HCI), alcohol vainillílico y el tamiz molecular (5Á, perlas, 8-12 mesh)

se obtuvieron de Aldrich (Wl, USA),, El cloroformo, etanol (99%) y 2-metil-2-butanol

(2M2B) sea dquirieron d e J ,.T,, Baker (Edo,, de M éxico, M éxico) EI n -hexano, el

metanol y el acetonitrilo grado HPLC se adquirieron de Burdick & Jackson,, Las

enzimas utilizadas en este trabajo fueron: Greasex, Lipozyme, Neutrasa, Novozym

435 (lipasa B de Candida antárctica, inmovilizada en resina acrílica) y Novozym

677 BG obsequiadas por Novo Nordisk (España); Lipase F, Prozyme 6 y Protease

2A de Amano (VA, USA); Piccantasa de GIST Brocades (México); Pronasa de

CalBiochem-Behring (USA); Esterasa 001 de DIVERSA (USA); Tripsina de DIFCO

(MD, USA); Penicilino acilasa de Sclavo (USA); a-Quimotripsina de Sigma

Chemical Co., (MO, USA) y Papaína de Ultrapapaína (Colima, México),, El soporte

Lewattit E de la lipasa B de Candida antárctica inmovilizada (Novozym 435) fue

obsequiado por el grupo del Dr. Ballesteros (Inst, Catálisis, CSIC, España),,

5 3 Cuantificación de vainillinamina, compuestos vainilloides y compuestos

bencílicos

5,3.1 Preparación de las muestras

Las muestras de las reacciones de hidrólisis catalizadas por diferentes

enzimas, se analizaron por Cromatografía en Capa Fina (CCF) sin ningún

tratamiento previo,, También se analizaron por Cromatografía de Líquidos de Alta

Resolución (HPLC),, Antes de este análisis se filtraron con membranas de 0,45 \im

o se centrifugaron, inyectando sólo el sobrenadante,, Las muestras de las

reacciones de síntesis se evaporaron por ebullición y se solubilizaron en metanol

justo antes de analizarse por HPLC o CCF,, Para analizarlas por HPLC se requirió

filtrar con membranas para solventes CR PTFE de 0,45 ¡am o centrifugar la

muestra para eliminar los residuos de preparación enzimática (p..ej,, el soporte),,
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5.3,2 Técnica de CCF

Se desarrollaron tres eluyentes (fases móviles) de CCF para la detección de

sustratos y productos, y para el seguimiento de las reacciones e nzimáticas En

todos los casos se utilizó la técnica de elución ascendente unidimensional y como

fase estacionaria, las placas ALUGRAM SIL G/UV254 con sílica Gel 60 de 10 x 10

cm, y espesor de 0,25 mm, Macherey-NageL

Eluyentes A, B y C

El eluyente A se utilizó para analizar la reacción de hidrólisis de capsaicina,,

Los eluyentes B y C se usaron para analizar la síntesis de los productos

vainilloides y bencílicos derivados del ácido oleico, respectivamente,

Eluvente A: Acetonitrilo/ácido acético acuoso al 1% (40:60) v/v,,

Eluvente B: />Hexano/éter con 0,5% de ácido acético (35:65) v/v,

Eluvente C; n-Hexano/éter con 0,5% de ácido acético (75:25) v/v,,

Revelador para capsaicinoides: Reactivo cromogénico de Folin-Denis,. Se

preparó calentando a ebullición durante 3 h una mezcla de 100 g de tungstato de

sodio, 750 mL de agua, 20 g de ácido fosfomolíbdico y 50 mL de ácido fosfórico al

85%,, Después de enfriar a temperatura ambiente, se diluyó a 1 L con agua (Yuste

efa/,,,1979),

Revelador para compuestos vainilloides v bencílicos: Revelador azul de

cobre.. Mezcla de la solución A y la solución B (50/50, v/v),, Sol. A. Acetato de

cobre (285 mM, o 5,7 g/100 mL agua),, Sol. B. Ac. fosfórico al 85%,. Este

revelador también detecta capsaicinoides..

Revelador para vainillinamina: a) Ninhidrina,. Presenta un color amarillo

intenso, tal como ocurre con el imino ácido prolina (Hames et a/,, 1997),,

Los valores de frente relativo0 (Rf) obtenidos para cada compuesto se

presentan en las Tablas 4 y 5..

0 E! frente relativo de un compuesto se calcula utilizando la siguiente fórmula:

Distancia recorrida por el compuesto
Rf- Distancia recorrida por la fase móvil

46



Materiales y Métodos

Tabla 4. Factor Rf de

Compuesto

Alcohol vainillílico

Vainillinamina

Capsaicina

Dihidrocapsaicina

Nordihidrocapsaicina

Capsiato

vainilloides, eluyente A,,

Rf

0,91 (± 0,005)

0,81 (±0,02)

0,54 (± 0,05)

0,45 (±0,02)

0,400

0,33 (±0,06)

Tabla 5. Factor Rf de compuestos vainilloides y bencílicos derivados del
ácido oleico, eluyentes B y C

Compuestos

A/-vainilIil oleamida

Oleato de vainillilo

Benciloleamida

Oleato de bencilo

Ac, oleico

Oleato de metilo

Eluyente B

0,29

0,6

0,76

0,88

Eluyente C

0,18

0,42

0,29

0,74

5,3.3 Técnica de HPLC

Técnica A

Se utilizó un equipo de cromatografía de líquidos de alta resolución Waters

con detector UV a 280 nm y una columna fiBondapak C18 (3,9x300 mm) o

Supelcosil Cíe (4.6x250 mm) a temperatura ambiente..

Fase móvil: Acetonitrilo/ácido acético acuoso al 1% de ácido acético (40:60)

v/v, flujo 1,5 mL/min, volumen de inyección 20 jaL (Hoffman etal,., 1983),,

Estándares: Capsaicina con 98% y 60% de pureza, dihidrocapsaicina al

90%,, Los tiempos de retención se resumen en la Tabla 6,.

Los capsaicinoides obtenidos a partir de extractos de chile (Capsicum

annum), deben ser pretratados para quitar impurezas con cartuchos Sep-Pak
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(light o heavy) antes de introducirse al HPLC, siguiendo la técnica descrita por

Attuquayefio y Buckle (1987),,

Tabla 6. Tiempos de retención de capsaicinoides en HPLC, técnica A..

Capsaicinoides (Caps,,)

Vainillinamina (Vanam)

Nordihidrocapsaicina (NDC)

Capsaicina (C)

Dihidrocapsaicina (DC)

Homocapsaicina (HC)

Tr (min)

7,00 (±0.35)

10,49 (±0.-52)

11,45 (±0.57)

17,13 (±0..86)

18.31 (±0.95)

Técnica B

Se usó un equipo de cromatografía Waters con detector de arreglo de

diodos (PDA, P hoto D iode A rray) Waters utilizando u n b arrido de I ongitudes d e

onda de 195 a 300 nm con una resolución de 1.2 nm,. Los derivados de

compuestos vainilloides se detectaron a 280 nm, los bencílicos a 256 nm y ambos

a 208 nm, Las columnas cromatográficas utilizadas fueron la Spherisorb 80-5

ODS-2 (4,6x250 mm) (Machery Nagel) para los compuestos vainilloides y la

Supelcosil™ LC-18 (4,6x250 mm) para los bencílicosp, Ambas requirieron

precolumna,,

Fase móvil: Se utilizó un gradiente metanol-agua (50:50,v/v a 100% dé

metanol) con flujo de 1 mL/min, volumen de inyección 25 |aL y temperatura de

45°C, El agua contenía 0,1% de ácido trifluoroacético,,

En la Tabla 7 se presenta el gradiente desarrollado para el análisis de los

nuevos compuestos obtenidos en este proyecto,, Los tiempos de retención

obtenidos se resumen en las Tablas 8 y 9,,

p En la columna Spherisorb (tamaño de partícula homogénea) la amida bencílica se retenía el

mismo tiempo que el ácido oleico, y a la amida vainilloide ie ocurría algo similar en la columna

Supelcosil {tamaño de partícula heterogénea), por lo que fue necesario utilizar distintas columnas

en cada caso,
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Tabla 7,, Gradiente metanol-agua,, Técnica B de HPLC.

Tiempo
(min)

Inicio

5,50

750

8 50

12,00

20,00

24,00

30,00

Flujo
(mL/min)

1,00

1,00

1,00

1 00

1 00

1,00

1,00

1,00

%A(H2Oal0.1%
TFA)

50,0

50 0

30 0

30,0

0,0

0,0

50,0

50,0

% B (MetOH)

50,0

50,0

70,0

70,0

100,0

100,0

50 0

50 0

Tabla 8. Tiempos de retención en HPLC, técnica B, columna Spherisorb,,

Compuestos

Alcohol vainillílico

Vainillinamina

Nordihidrocapsaicina

Capsaicina

Dihidrocapsaicina

Homodihidrocapsaicina

Homocapsaicina

Capsiato

/V-vainillil oleamida

Ac, oleico

Oleato de vainillilo

Oleato de metilo

Tr (min)

3,35 ± 0,17

4,21 ±0,21

14 98 ±0 75

15,14±076

16,12±0,8

16 45 ±0 82

17,05 ±0,85

17 86 ±0,89

19 39 ±0,92

19 93 ±0,98

20,4 ±102

21,5 ± 1 07

Detección (nm)

280

280

280, 208

280, 208

280, 208

280, 208

280, 208

280, 208

280, 208

208

280, 208

208
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Tabla 9.. Tiempos de retención en HPLC, técnica B, columna Supelcosil

Compuestos

Alcohol bencílico

Bencilamina

A/-Benciloleamicla

Ac, Oleico

Oleato de bencüo

Tr (min)

3,5 + 0 17

4,3 ±0.21

18,45 ±0,92

18,85 ±0,94

19,08 ±0,96

Detección (nm)

254

254

254, 208

208

254,208

5.4 Metodología de la hidrólisis de capsaicina

5.4.1 Reacción enzimática

Se ensayaron distintas condiciones de reacción simultáneamente probando

varias enzimas, tanto proteolíticas como lipolíticas., En todos los casos la

concentración de capsaicina (98%) total fue de 1 mg/mL de reacción (3,27 mM) y

45°C, a excepción de las enzimas Penicilino acilasa, tripsina y quimotripsina que

se utilizaron a 37°C para evitar su inactivación,,

5.4.2 Medios de reacción

Se utilizaron 3 diferentes medios de reacción:

a) Mezcla cloroformo - agua

El medio de reacción era bifásico (1:1, v/v), donde la capsaicina se

encontraba soluble en cloroformo,,

b) Mezcla etanol - agua

El medio de reacción era homogéneo y la capsaicina estaba soluble en la

fase.

c) Sistema acuoso

El sistema agua-capsaicina era un medio bifásico,, A temperatura mayor de

45°C la capsaicina se encuentra en forma de aceite y, por lo tanto, formó dos

fases: una acuosa y una liptdica
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5.4.3 Determinación de parámetros cinéticos

Se determinaron los parámetros cinéticos para la lipasa B de Candida

antárctica en la reacción de hidrólisis a 70°C en el sistema acuoso,,

Se midió la velocidad inicial de la reacción de hidrólisis para diferentes

concentraciones de sustrato, usando tres concentraciones de enzima inmovilizada

(6, 12 y 18 mg/mL de reacción),, Se tomaron alícuotas de la reacción a intervalos

regulares sin extraer la enzima inmovilizada, y se depositaron en frío con la

finalidad de detener la reacción.. La velocidad se calculó midiendo la aparición de

producto (vainillinamina) por la técnica B de HPLC, La reacción se detenía

separando la enzima inmovilizada y poniendo la muestra en ebullición por 5 min,,

Posteriormente la Km y K2 se calcularon a partir de la ecuación de Lineweaver-

Burk

5.5 Metodología de la síntesis de amidas y esteres vainilloides y bencílicos

5 5.1 Reacciones enzimáticas

La enzima utilizada en todas las reacciones fue la lipasa B de Candida

antárctica inmovilizada (20 mg/mL, 1 mg de enzima por jamol de sustratos), Las

reacciones se llevaron a cabo en viales de 10 mL con un volumen de 5 mL de

solvente, agitación magnética y temperatura de 45°C La concentración de los

sustratos fue de 20 mM,, Los solventes utilizados, n-hexano y 2M2B, fueron

deshidratados previamente con tamiz molecular, La cantidad de agua presente se

midió con la técnica de titulación Karl Fisher en un titulador Metrohm KF 758/B10,,

La síntesis de capsiato a partir de capsaicina se desarrolló utilizando

concentraciones equimolares de alcohol vainillílico y capsaicina de 10 y 27 mM, en

2M2B y n-hexano, 55°C y la lipasa B de Candida antárctica inmovilizada (1 mg

enzima por jxmol de sustratos),,

Las muestras de 0.10 mL se evaporaron por ebullición y se resuspendieron

en metanol para analizarse en HPLC con la técnica B, En todas las reacciones

excepto en las que la amina era la vainillinamina en forma de clorhidrato

(vainillinamina»HCi), los sustratos se agregaron simultáneamente,
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5.5.2 Reacción de liberación de vainillinamina de su derivado en forma de

sal.

La amina terciaria, DIPEA, se agregó a la reacción de síntesis de A/-vainillil

oleamida con el fin de sustraer el clorhidrato de la vainillinamina y liberar el grupo

amino de la vainillinamina. Para estudiar el efecto de la concentración de la amina

terciaria en la reacción, se llevaron a cabo reacciones con diferentes excesos

molares de DIPEA, con respecto a la vainillinamina,, Las proporciones utilizadas

fueron 1:1, 1:3, 1:6, 1:12, 1:18, de vainillinamina^HCI y DIPEA, respectivamente,,

La concentración inicial de vainillinamina y ácido oleico fue de 20 mM,, Las

velocidades iniciales se obtuvieron cuantificando la aparición de producto por

HPLC (técnica B),. Con el fin de estudiar también el efecto de las dos reacciones

(liberación de la amina y síntesis del A/-vainillil oleamida) por separado, la mezcla

de vainillinamina»HCI y DIPEA se preincubó antes de adicionar el ácido oleico y la

enzima por 3 min, 30 min, 3 hrs,. y 6 hrs., La posible influencia de la amina terciaria

directamente sobre la enzima se analizó a través de las reacciones descritas a

continuación,,

a) Vainillinamina libre con un exceso molar de 12 veces de DIPEA (240 mM),

b) Vainillinamina libre sin DIPEA,

c) Vainillinamina en forma de clorhidrato con un exceso molar de 12 veces de

DIPEA y preincubación de 30 minutos, y

d) Vainillinamina en forma de clorhidrato con un exceso molar de 12 veces de

DIPEA sin preincubación.,

En todos los casos se utilizaron concentraciones equimolares de

vainillinamina y ácido oleico, bajo las condiciones mencionadas en el apartado

4,4.1. La vainillinamina libre se obtuvo mediante el siguiente procedimiento: a una

solución vigorosamente agitada de clorhidrato de vainillinamina (3,66 g, 19,31

mmol) en agua (50 mL) se adicionaron 9,38 mL (18,76 mmol) de una solución 2M

de NaOH, El sólido blanco obtenido de vainillinamina libre se colectó filtrando por

succión y se lavó con agua,, Posteriormente se deshidrató con P2O5 en un

desecador con vacio (Kaga et a/.., 1989). En caso de que la vainillinamina libre no

52



Materiales y Métodos

haya precipitado, se puede hacer una extracción con cloroformo y posteriormente

recuperarla evaporando el cloroformo,.

5.6 Producción y recuperación de los nuevos compuestos.

Para sintetizar suficiente cantidad de las amidas y esteres reportados en

este trabajo, se mantuvieron las mismas condiciones de temperatura y

preparación de solventes mencionadas en el apartado 4.4.1 y 20 mM de sustratos,

pero en volúmenes de 100 ml_ en frascos sellados herméticamente en posición

horizontal y con agitación giratoria., El equipo utilizado fue el Hybridizer HB-100

(Laboratory Products UVP),, Posteriormente en un primer paso de recuperación se

decantó el solvente, separándolo de la enzima, Por evaporación y centrifugación

en frío (-9°C en la centrifuga Eppendorí 5810R) se lograron obtener los productos

con una pureza relativa (90%) necesaria para analizarlos por 1H-RMN,

espectroscopia infrarroja (IR) y espectroscopia de masas (MS) y utilizarlos como

estándares,, Los análisis de 1H-RMN y espectroscopia de masas se realizaron en

el Instituto de Química, UNAM y los espectros de infrarrojo en la Facultad de

Química de la Universidad Autónoma del Estado de Morelos,,
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6 RESULTADOS Y DISCUSIÓN

6.1 Identificación de los compuestos en los espectros obtenidos a través

del detector de arreglo de diodos (PDA)

El análisis de los sustratos y productos se llevó a cabo en un detector de

arreglo de diodos (PDA) con la técnica B de HPLC descrita en Materiales y

Métodos,. La interpretación de los contornos topográficos de absorción de

ultravioletaq de los productos obtenidos se realizó basándose en los contornos

topográficos de absorción de los sustratos (vainillinamina y alcohol vainilíílico),, Los

compuestos vainilloides tienen dos máximos de absorción, a 280 y 208 nm, y

presentan un mínimo entre 253 y 255 nm (253 para el alcohol y sus derivados, y

255 para la amina y sus derivados),. La absorción mínima es constante y siempre

aparece en ese intervalo,, El ácido oleico, así como la mayoría de los ácidos

grasos con uno o más dobles enlaces, puede detectarse entre 206 y 210 nm: la

óptima obtenida fue 208 nm,, En la Figura 14r se observa el análisis cromatográfico

de los compuestos vainilloides,, En el panel A se aprecia la visión de contornos

topográficos q ue m uestran I os máximos y e I m ínimo d e absorción,, U tilizando e I

gradiente agua-metanol (técnica B) y con fase reversa, las amidas se detectan a

menores tiempos de retención que sus esteres análogos,. Por otro lado, los ácidos

grasos libres se detectan antes que su correspondiente éster de metilo y éste

antes que el éster de etilo,, Un ejemplo es el ácido oleico, el oleato de metilo y el

oleato de etilo cuyos tiempos de retención son 19.9 min, 21.4 min y 23 min,

respectivamente,, Este comportamiento es una consecuencia de su polaridad

relativa: en un sistema de fase reversa la polaridad del soporte es baja y la del

solvente es alta, eluyendo primero los compuestos más polares (Prado-Flores &

q L a visión de contornos topográficos de absorción de u Itravioleta e s equivalentes un perfil de

absorción de ultravioleta (o espectro) observado desde arriba,
r Las Figuras 14 y 15 son compilaciones de los estándares de los distintos compuestos realizadas

con el fin de explicar la interpretación de contornos topográficos y cromatogramas
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Covarrubias-Herrrera, 1996) En los paneles B y C de la Figura 14 se muestra el

perfil de los compuestos vainilloides con detección a longitudes de onda fijas, con

el gradiente de elución de la técnica B Los tiempos de retención de la Figura 14

corresponden a los compuestos presentados en la Tabla 8
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Figura 14. Análisis cromatografía) de compuestos vainilloides A) Visión de
contornos topográficos, B) cromatograma a 280 nm, C) cromatograma a 208 nm,

Como se observa en el panel A de la Figura 15 a través de los contornos

topográficos, los espectros de absorción de los compuestos bencílicos también

presentan máximos de absorción a 256 y 208 nm, y un mínimo a 238 nm De la
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misma forma que con los compuestos vainilloides, esta lectura es constante y

clave para identificar los productos de reacción En el pane! B de la misma figura,

se observa el cromatograma de los compuestos bencílicos detectados a una

longitud de onda fija de 256 nm y comparado con el gradiente de elución reportado

en la Tabla 7
300 00

280,00-

260 00

240,00- _

220,00

20000-

4,00 4,50 5,00

Minutos

18,50 19,00 19,50

-100 00

500 10,00 1500
Minutos

2000 25,00 30,00

Figura 15. Análisis cromatográfico de compuestos bencílicos A) Visión de
contornos topográficos B) Cromatograma de elución a 256 nm.

Los mínimos de absorción de ultravioleta de un compuesto específico es

una característica que lo define y lo distingue de posibles subproductos de

reacción que contengan alguno de los sustratos Un ejemplo de un subproducto es

el que forma el alcohol bencílico con algún aditivo desconocido de la preparación

enzimática de Novozym 435 disponible al desintegrarse el soporte por la agitación

magnética, Este subproducto presenta los máximos a 256 y 208, como un

producto de reacción normal, sin embargo, su mínimo es cercano a los 218 nm y

es muy diferente a los derivados bencílicos amida y éster
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El análisis de los sustratos y productos de las reacciones de síntesis es de

gran valor en este trabajo.. El análisis de los contornos topográficos de absorción

de ultravioleta obtenidos por detección de arreglo de diodos son una herramienta

muy útil en la identificación de compuestos pero es indispensable y de gran

importancia una interpretación adecuada de los mismos,,

6.2 Hidrólisis enzimática de capsaicina

La capsaicina es una amida con características pungentes y de gran

importancia en la industria alimentaria y farmacéutica,, Por ser una amida, la

capsaicina es una molécula interesante para utilizarse como modelo de estudio

para la modificación enzimática de amidas,. Además, las modificaciones realizadas

a la molécula de capsaicina podrían provocar cambios en sus propiedades

electrofisiológicas (Walpole eí a/,,, 1993abc) y organolépticas.. La modificación

enzimática más viable es sobre el enlace amida, debido a que podría ser

susceptible a hidrólisis enzimática, Las enzimas utilizadas para catalizar la

reacción propuesta de la hidrólisis de la capsaicina mostrada en la Fig,, 16, fueron

seleccionadas por su capacidad para hidrolizar el grupo amido (proteasas y

amidasas) y para reconocer sustratos grasos (lipasas y esterasas),,

H2O

Capsaicina

Vainillinamina Acido 8-metil-nonanenoico

Figura 16. Reacción enzimática propuesta para la hidrólisis de capsaicina,,

Las reacciones se llevaron a cabo utilizando las siguientes enzimas: a)

proteasas y amidasas: Prozyme 6, Protease 2A, Picantassa, Pronasa, Neutrasa,

Tripsina, Penicilino acilasa, a-Quimotripsina y Papaína; b) lipasas y esterasas:
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Greasex, Lipozyme, Lipasa B de Candida antárctica inmovilizada (Novozym 435),

Novozym 677 BG, Lipase F, Esterasa 001, Los medios de reacción se

seleccionaron tratando de hacer disponible a la capsaicina para las diferentes

enzimas Las lipasas a diferencia de otras enzimas, prefieren los medios bifásicos

donde se forma una interfase hidrofóbica-hidrofílica entre el sustrato y el medio de

reacción (Pleiss et al., 1998),,

No se observaron productos de hidrólisis con las enzimas probadas en el

medio A (cloroformo-agua), aún cuando la capsaicina se encontraba muy soluble

en el cloroformo y existiendo una bifase adecuada para que las lipasas actuaran,,

En el medio B (agua:etanol, 85:15), la lipasa inmovilizada Novozym 435, fue la

única enzima que presentó hidrólisis, sin embargo sólo resultó ser del 6% después

de 24 hrs La presencia de etanol permitió que la capsaicina se solubilizara en la

fase pero simultáneamente, podría estar afectando la estabilidad de las enzimas,

resultando en una baja conversión, Tanto el cloroformo como el etanol presentes

en los medio A y B podrían afectar la actividad de las enzimas utilizadas, ya que

ambos tienden a desnaturalizar a las proteínas (The Columbia Encyclopedia,

1995, Khmelnitsky et al., 1991),, En el medio C (agua - capsaicina), varias

enzimas, principalmente lipasas, catalizaron la reacción de hidrólisis, Estos

resultados se muestran en la Tabla 10,, La lipasa inmovilizada Novozym 435

presentó la mayor conversión (30%) después de 24 hrs,, El éxito del medio de

reacción acuoso pudo deberse a que a 45°C la capsaicina se fundes, formándose

una bifase hidrofóbica-hidrofílica con el agua, Aunado a esto, la enzima Novozym

435 está inmovilizada en un soporte hidrofóbico que permite una mayor

interacción de la lipasa con el sustrato,, En la Figura 17 se observa una

comparación de la actividad hidrolítica de la lipasa Novozym 435 analizada por

CCF sobre la capsaicina en los tres medios de reacción, De la misma manera, las

conversiones de las reacciones anteriores analizadas por HPLC se presentan en

la Tabla 11.

s El punto de fusión de la capsaicina pura es 65°C, sin embargo al disminuir su pureza, p,, ej, en

presencia de agua, su punto de fusión disminuye,
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Tabla 10. Conversión de capsaicina en agua

Enzimas
'.

Lipasas
Novozyme 677 BG
Lipasa F
Esterasa Diversa 001
Novozym 435

Proteasas
Tripsina
Penicilino aciiasa

%
Conversión *

0 3
1
8

30

005
0.1

* Todas las enzimas se ensayaron a 45°C, excepto la tripsina y
quimotripsina que se probaron a 37°C en buffer Tris 0,2 M pH 8 y de
fosfatos 0,1 M pH 7,8, respectivamente

B F G H K

Figura 17. Cromatografía en placa fina de la hidrólisis de capsaicina catalizada
por la lipasa B de Candida antárctica (Novozym 435) Estándares de A)
vainillinamina 98% y B) capsaicina 98%,, Reacciones en la fase cloroformo
después de C) 0 h, D) 3 h, E) 24 h Reacciones en el medio etanol-agua después
de F) 0 h, G) 3 h, H) 24 h Reacciones en la fase acuosa después de I) 0 h, J) 3 h,
K) 24 h
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Tabla 11. Conversión de capsaicina en 3 medios de reacción utilizando
la lipasa B de Candida antárctica (Novozym 435), analizadas por HPLC

Medio de reacción

Medio A: CHCI3/H2O

Medio B: Etanol/H2O

Medio C: H2O

% Conversión

Oh 3 h 24 h

1 6

6 30

- : No detectado,,

Con el fin de analizare! efecto de la temperatura y alcanzar el punto de

fusión de la capsaicina (65°C), e incrementar la velocidad de reacción, se

optimizaron las condiciones de reacción para el sistema acuoso, cambiando de 45

a 70°C. Se seleccionó la lipasa B de Candida antárctica (Novozym 435) para

continuar el estudio cinético de la hidrólisis de la capsaicina, por presentar el mejor

rendimiento, soportar temperaturas elevadas (arriba de 70°C es rápidamente

inactivada, Arroyo et al,,, 1999) y por encontrarse muy disponible comercialmente,,

En la Figura 18 se observa el seguimiento de la reacción de hidrólisis a 45 y 70°C,

con 3,27 mM de capsaicina y 12 mg/mL de enzima, La velocidad inicial a 70°C

(0,19 mM/h) es 3 veces mayor que a 45°C (0,06 mM/h) ambas alcanzando una

conversión máxima de 70%, correspondiendo a un equilibrio de conversión debido

a que al agregar enzima fresca no hubo cambios en la concentración del producto,,

Con el fin de descartar que la enzima inmovilizada Novozym 435 estuviera

contaminada con alguna proteasa que llevara a cabo la hidrólisis de la capsaicina,

se midió la actividad proteolítica,. El sustrato utilizado fue la caseína,, Los

resultados demostraron que no hay presencia de ninguna proteasa en la

preparación enzimática de Novozym 435,, También se analizó si el soporte en sí

pudiera estar catalizando la reacción de hidrólisis, por lo que se llevó a cabo una

reacción bajo las mismas condiciones pero utilizando el soporte Lewattit E,, En

este caso no se observó producto de hidrólisis de la capsaicina,, Ambos resultados

confirman que la lipasa B de Candida antárctica cataliza la reacción de hidrólisis

de la capsaicina.
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o
O 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Tiempo (h)

Figura 18. Reacción de hidrólisis de capsaicina catalizada por Novozym 435 en
fase acuosa a 45 (•) y 70°C ( • ) , ,

Posteriormente se analizó el comportamiento de la enzima a 70°C sobre la

capsaicina como sustrato, variando las concentraciones de capsaicina (Figura 19)

Se utilizaron tres concentraciones diferentes de la lipasa inmovilizada Novozym

435 y en todos los casos el comportamiento corresponde a una cinética de tipo

Michaelis-Menten.,

Las constantes cinéticas se calcularon de acuerdo con el modelo de

Lineweaver-Burk: l l Km

v v
*i v i

max

, obteniendo una Km de 1,4 mM para la

capsaicina y una actividad específica (K2) de 22..5 nmol/h-mg de enzima

inmovilizada Novozym 435 (Figura 20),, La hidrólisis de capsaicina con lipasas es

un resultado interesante considerando que la capsaicina tiene un enlace amida y

que la enzima Novozym 435 tiene una actividad sólo 4 veces mayor (82 nmol/h-

mg enzima inmovilizada) para la síntesis del éster metílico del ácido oleico en n-

hexano a 45°C (medición de actividad de referencia utilizada en el laboratorio),,
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Figura 19. Cinética modelo Michaelis-Menten de la reacción de hidrólisis de
capsaicina,,

90^

80

70-

5 60
*~ 50 •

40-

30

20

10-

-3 3 -2,6««^g^12 -0.^

-20

Km = 1 ,,4^molesS/mL
K2 = 0,0225(amolP/mgE-h

0 - "
o * * * o Q mgE/mL

^~**^*~ m 12 mgE/mL

., * -**-*-*^- - *" ¿18mgE/mL

02 09 16 23 3 37 44 51 58 65 72 79 86 93 10

1/S

Figura 20. Constantes cinéticas de la reacción de hidrólisis de capsaicina,,

Con estos resultados, se demuestra por primera vez que la hidrólisis de

capsaicina, una amida, catalizada por lipasas es posible,. El artículo publicado con

estos resultados del trabajo se encuentra en la sección 10.2.

Por otro lado, se aplicó la técnica de hidrólisis de capsaicina en extractos de

oleorresina de chile guajillo "puya" obteniéndose también vainillinamina como

producto Esta reacción fue analizada cualitativamente en CCF
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6.3 Elección de aminas a utilizar para la síntesis de amidas

La amina modelo de nuestro estudio es la vainillinamina (grupo vanilloide

común a todos los capsaicinoides),, Con base en esta amina y con el objetivo de

estudiar el efecto de los sustituyentes del anillo en la síntesis enzimática de

amidas, seleccionamos una amina similar: la bencilamina,,

La actividad natural de las lipasas es la hidrólisis de esteres por lo que en la

literatura existen estudios muy completos sobre la síntesis en solventes orgánicos,

mismos que podrían ser un apoyo comparativo para estudiar la síntesis de

amidas, Por ello incluimos en nuestro estudio a los alcoholes análogos de la

vainillinamina y de la bencilamina, es decir el alcohol vainillílico y el alcohol

bencílico,, Las estructuras de estos compuestos se presentan en la Figura 21.,

H3CO H3CO

Vainillinamina Alcohol vainillílico Bencilamina Alcohol bencílico

Figura 21. Aminas y alcoholes análogos seleccionados para efectuar estudios
comparativos de síntesis de amidas y esteres

La vainillinamina, a diferencia de la bencilamina, es un aminoalcohol, Esta

característica le daría la posibilidad de formar con el grupo acilo una amida, un

éster o ambos, tanto química como enzimáticamente,, El alcohol vainillílico también

poseería esta característica para formar dos esteres,, Para corroborar esto, se

llevaron a cabo dos experimentos: A) una reacción con vainillinamina*HCl y sin

DIPEA, donde el grupo amino continúa protegido como sal; B) una reacción con

guaiacol, un sustrato similar al grupo vainilloide (Figura 22),, En ambas reacciones

se adicionó ácido oleico y la lipasa B de Candida antárctica (Novozym 435),,
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A)
OCH,

HCI H2N OH +

Vainillinamina

Lipasa B de
Candida antárctica

HCI H2N

Acido oleico

OCH3

B)

Lipasa B de
Candida antárctica

OCH-

Figura 22. Posibles reacciones de esterificación en el alcohol fenólico..

No se observó reacción con la amina protegida (panel A) ni con el guaiacol

(panel B), indicando tanto, el requisito del grupo amino libre para formar la amida

como la incapacidad del grupo fenólico para formar el éster correspondiente, una

reacción que puede ser eficientemente desarrollada con una lipasa cuando el

grupo OH es un alcohol secundario (Schmid & Verger, 1998).. De Roode y col

(2000) obtuvieron resultados similares al intentar glicosilar la vainillina y otros

compuestos en su alcohol fenólico,, Esto lo atribuyen en parte a una posible

inactivación de la enzima glucosidasa, pero principalmente a que los sustratos

fenólicos son significativamente peores nucleófilos que los alcoholes alifáticos y la

enzima no es capaz de utilizarlos para la catálisis,
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6.4 Grupos donadores de acilo

La elección del donador de acilo se realizó utilizando la síntesis de /V-vainillil

oleamida como modelo,, Las primeras reacciones de síntesis de este trabajo se

llevaron a cabo con concentraciones equimolares de vainillinamina«HCI, DIPEA y

el éster metílico del ácido oleico en n-hexano deshidratado,, La reacción esperada

catalizada por la lipasa B de Candida antárctica con la vainillinamina era la síntesis

de /V-vainillil oleamida (olvanil) por medio de una aminólisis, donde el nucleófilo

atacante debiera ser la amina de la vainillinamina y el grupo saliente, el alcohol del

éster de metilo,, Sin embargo, en los cromatogramas de la reacción a diferentes

tiempos (Figura 23) se observa una hidrólisis inicial del éster metílico en metanol y

ácido oleico, y una síntesis posterior del ácido oleico con la amina,, La

concentración de agua en el /i-hexano deshidratado determinada con el equipo

Karl Fisher fue de 0,03% equivalente a 16 mM. Como este solvente es muy

hidrofóbico (log P = 3,5)*, se podría considerar que el agua presente se encuentra

casi totalmente disponible para la reacción,, Considerando que la concentración de

los sustratos utilizados es de 20 mM, la cantidad de agua en este medio parece

ser suficiente para competir como nucleófilo en la reacción por lo que la enzima

cataliza ¡nicialmente la hidrólisis del éster,, Cuando la cantidad de agua disminuye,

la reacción de síntesis de la amida comienza,, Sin embargo en este caso, la

síntesis realmente comienza al finalizar la reacción de hidrólisis del oleato de

metilo,, Este comportamiento se rige por un equilibrio termodinámico el cual se

desplaza hacia la síntesis cuando la cantidad de agua disponible disminuye,, Un

comportamiento similar es el reportado por Rendon y col,, (2001) en reacciones de

glicerólisis catalizadas con lipasas,, Ellos demostraron que con una aw de 0,23

equivalente a 0,025% de agua en su sistema, utilizando n-hexano como solvente,

la reacción inicial es una hidrólisis del triglicérido en diglicérido y ácido graso libre,

y una posterior síntesis de monoglicéridos con glicerol y el ácido graso,

! El término log P es un parámetro comúnmente utilizado para estimar la hidrofobicidad de un

solvente, Se basa e n I a p artición d e un c omponente {en e ste c aso, el s olvente) e n u n s istema

bifásico 1-octanol/agua (Wescott & Klibanov, 1994),
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Simultáneamente con la reacción de síntesis, también se logra catalizar la

glicerólisis,,

500 10.00 15 00 2000 25.00 30.00 3500
Minutos

4000

Figura 23. Cromatogramas de HPLC del seguimiento de la reacción de síntesis de
A/-vainillil oleamida (olvanil)."

Al comparar esta reacción con otra utilizando ácido oleico libre, se observó

que la conversión de síntesis de olvanil proveniente del oleato de metilo está

retrasada por 3 horas con respecto a la proveniente del ácido oleico libre,, Aun así,

ambas alcanzan la misma conversión final (10%),,

Los anteriores resultados dieron la pauta para continuar el trabajo utilizando

el ácido oleico libre debido a que en la reacción de síntesis de olvanil, bajo las

u Estos cromatogramas se obtuvieron utilizando la técnica B de HPLC con tiempos de elución más

largos
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condiciones utilizadas, no se encontró ningún efecto positivo ai trabajar con el

éster metílico como vía de activación del ácido,

6 5 Síntesis enzimática de /V-vainillil oleamida

La reacción propuesta para la síntesis de /V-vainillil oleamida se presenta en

la Figura 24

H3cq

Clorhidrato de Vainillinamina / ' Vainillinamina
DIPEA

Acido oleico
Lipasa B de

Candida antárctica W-Vainillil oleamida (olvanil)

Figura 24. Reacción propuesta para la desprotección de la vainillinamina y la
síntesis de olvanil,,

La primera parte de la reacción consiste en liberar la amina de su derivado

en forma de sal, En esta reacción hay un equilibrio entre la vainillinamina libre y su

clorhidrato,, La vainillinamina libre queda disponible para la segunda etapa: la

reacción con el ácido oleico catalizada por la lipasa para sintetizar olvanil,,

6,5.1 Liberación de vainillinamina de su derivado en forma de sai

Cuando se utilizaron concentraciones equimolares de vainillinamina»HCl y

DIPEA, se obtuvieron bajas velocidades de reacción,, Sin embargo, al adicionar un

exceso de amina terciaria en la reacción en n-hexano, la velocidad se incrementó

considerablemente, Este efecto se cuantificó utilizando diferentes relaciones de

DIPEA/vainillinamina-HCI, como se observa en la Figura 25 Estos resultados se

pueden explicar con base en el hecho de que a mayor concentración inicial de

DIPEA, mayor velocidad de liberación de vainillinamina, que queda disponible
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para reaccionar en la reacción enzimática Más aún, cuando el n-hexano se

sustituye por un solvente más polar como el 2-metil-2-butanol (2M2B, log P = 14),

se observa un incremento de 10 veces en la velocidad de reacción (Figura 25)..

Este efecto cinético está relacionado con el incremento en la polaridad del

solvente, el cual permite una mayor solubilidad de vainillinamina libre y

vainillinamina«HCI en 2M2B,, De hecho, al cuantificar la solubilidad de la

vainillinamina*HCl en/7-hexano y en 2M2Ba 45°C en soluciones saturadas, se

encontró que estas eran 0,04 mM y 1.5 mM, respectivamente,, El mismo efecto ha

sido previamente reportado para la síntesis de azúcares esterificados catalizada

por lipasas utilizando 2M2B y adicionando dimetilsulfóxido (DMSO, log P = -13)

(Plou et al,, 2002), En este caso se solubiliza más sustrato al incrementar la

polaridad del solvente, lo cual resulta en un aumento de la velocidad de reacción,,

O/4-i

0.3-

5 02"
'£

0 1 -

0 0-

n-Hexano
45 -

5 3 OH

15-

2-Metil-2-butanol

20 60 120 240
mM DIPEA

360 20 60 120 240
mM DIPEA

360

Figura 25. Velocidades iniciales de la síntesis de olvanil con diferentes
concentraciones de DIPEAV en dos solventes

Al seguir la evolución de la reacción de síntesis por periodos largos, se

observa un efecto del solvente y de la concentración de DIPEA también en la

conversión total Estos resultados se reportan en la Figura 26, donde puede

constatarse que reacciones equimolares de DIPEA/vainill¡namina»HCI alcanzan 10

y 65% de conversión en n-hexano y 2M2B, respectivamente, pero cuando la

DIPEA está en exceso, la conversión al equilibrio alcanza 60 y 98%., Las mayores

conversiones en 2M2B, pueden atribuirse a la mayor solubilidad del producto, Ai-

reacciones se realizaron como se describe en la sección 4,4 2
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vainillil oleamida, en el solvente más polar: mientras mayor es la solubilidad de un

producto en un solvente dado, más bajo es su coeficiente de actividad

termodinámica, favoreciendo la acumulación del producto en el equilibrio (Bellot et

al,, 2001), Datos publicados recientemente demuestran una mejor solubilidad de

amidas en solventes polares que en n-hexano (Fernandez-Pérez & Otero, 2001)
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Figura 26. Conversiones de vainillinamina a olvanil en 2M2B (círculos) y en n-
hexano (triángulos) con proporciones de DIPEA/vainillinamina de 1:1 (símbolos
vacíos) y 18:1 (símbolos llenos),,

Al analizar el efecto de las dos reacciones (liberación de la amina y síntesis

de! A/-vainil!il oleamida) por separado en 2M2B, se encontró que para mejorar las

velocidades iniciales es posible preincubar la mezcla de reacción antes de iniciar

la síntesis,, Como se observa en la Figura 27, con un tiempo mínimo de 30 min,, de

incubación se logra liberar la vainillinamina de su clorhidrato e incrementar la

velocidad inicial de reacción, La velocidad inicial observada sin tiempo de

preincubación no presenta variación significativa con la obtenida a los 3 min,,

Tiempos de preincubación mayores no tienen efecto pues las diferencias en la

velocidad inicial no son significativas, demostrando que se alcanza un equilibrio

entre la vainillinamina»HCl y la vainillinamina libre,, El mismo comportamiento se

observó variando la concentración de DIPEA,,
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20
DIPEA(mM)

240

Figura 27. Efecto del tiempo de preincubación y la concentración de DI PEA en la
liberación de la vainillinamina,,

Con el fin de analizar el posible efecto de la DIPEA directamente sobre las

propiedades de la lipasa Novozym 435 se llevaron a cabo las reacciones en 2M2B

descritas en la sección 4.4 2 de Materiales y Métodos,, La síntesis directa de

olvanil se realizó utilizando vainillinamina libre obtenida químicamente y ácido

oleico Es importante señalar que la síntesis de olvanil sin enzima es despreciable

según se pudo concluir después de 120 horas de seguir la reacción control,, Como

se observa en la Figura 28, no hay diferencias significativas en la velocidad inicial

cuando la síntesis de olvanil se lleva a cabo partiendo de la vainillinamina libre en

presencia o en ausencia de DIPEA (12,3 y 13 mM/h, respectivamente), así como

cuando la vainillinamina-HCI es preincubada por 30 min con un exceso molar de

DIPEA de 12 veces (12,4 mM/h).. Nuevamente, en esta figura se observa que en

la reacción anterior, cuando no se aplica tiempo de preincubación, la reacción se

desarrolla a una menor velocidad (4.4 mM/h), de forma que la vainillinamina libre

debe liberarse antes para que la reacción enzimática prosiga,, Consecuentemente,

las conversiones finales de las tres primeras reacciones de la Figura 28, fueron

similares, alcanzando un 80% en 20 horas. También se compararon las

velocidades iniciales de la síntesis de olvanil a partir de vainillinamina libre en n-

hexano y en 2M2B utilizando 6 2 mM de vainillinamina»HCI y ácido oleico, siendo
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ligeramente menor en n-hexano (2 mM/h) que en 2M2B (2,8 mM/h),. El efecto del

solvente en la velocidad se había observado más marcado al utilizar la amina

protegida, donde el paso limitante era la liberación de la amina, sin embargo se

observa el mismo efecto al utilizar la amina libre.,

12-
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Figura 28. Síntesis de olvanil en 2M2B utilizando vainillinamina libre con (A) y sin
(A) exceso de DIPEA, y vainillinamina*HCI con (O) y sin ( • ) preincubación,

Con los resultados anteriores se puede concluir que si bien la síntesis de la

amida a partir de la vainillinamina libre procede a una alta velocidad, la reacción

está limitada por la velocidad de liberación de la amina de su clorhidrato,, La

liberación de la vainillinamina también es dependiente de I as c aracterísticas d el

solvente utilizado y del tiempo de preincubación,, También es importante notar que

la DIPEA no afecta en la actividad de Novozym 435 Estos resultados se

encuentran en una publicación aceptada, que se incluye en la sección 10 1

6.6 Síntesis enzimática de oleato de vainillilo

La síntesis del éster análogo a la A/-vainillil oleamida no requirió de etapas

previas de desprotección y sólo se rigió por la actividad de la enzima y el efecto de

la polaridad de! solvente.. La síntesis se desarrolló directamente entre el alcohol

vainillílico y el ácido oleico, en /?-hexano y en 2M2B Cabe mencionar que las

lipasas, típicamente, se desarrollan mejor en solventes no polares,. Los resultados

muestran que la velocidad inicial es ligeramente mayor en /7-hexano (15,9 mM/h)
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que en 2M2B (13,2 mlWh), Comparando este comportamiento con el de la N-

vainillil oleamida, se observa que no hay diferencia significativa en la velocidad

inicial entre las dos reacciones en 2M2B, mientras que en n-hexano es mayor la

velocidad inicial de síntesis del éster,

En la Figura 29 se observa que la conversión a oleato de valnilliloen n-

hexano alcanza casi el 100%, mientras que en 2M2B sólo alcanza el 75%,, En este

caso, contrario a lo obtenido con la /V-vainilíil oleamlda, la mayor conversión se

alcanza en el solvente más hidrofóbico, Esto hace suponer que un solvente polar

favorece la acumulación de las amidas y un solvente hidrofóbico la acumulación

de los esteres,

20-, _ _•.—_--- - . r100

o
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5?
-25 ~

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (h)

Figura 29. Reacción de síntesis de oleato de vainillilo en 2M2B (• ) y en n-hexano
(•)

Por otro lado, los análisis de espectrometría de masas de los productos

vainilloides, la A/-vainillil oleamida y el oleato de vainillilo, presentaron espectros de

fragmentación muy similares mostrando un ion molecular de 418 m/z,, El espectro

de masas de la /V-vainillil oleamida realizado con el método FABW se presenta en

la Figura 30,, El perfil de fragmentación del compuesto se analizó como reporta

Smith (1999) y muestra que su ion molecular es el fragmento 417 m/z o 418 m/z

w Fast atom bombardment

m/z = Masa expresada en daltones sobre la carga del átomo,
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protonado y el de mayor abundancia es el fragmento 154 m/z Al analizar la

mezcla de reacción de la síntesis de A/-vainillil oleamida se confirmó que sólo se

obtenía el producto monoacilado, es decir la amida debido a que se observa el ion

molecular de 417 m/z No se obtuvo ningún producto diacilado, como se confirma

al no aparecer en el espectro de la mezcla de reacción un ion molecular de 682

m/z (espectro no presentado),, Con estos resultados, los obtenidos por 1H-RMN

(no presentados), y las reacciones realizadas con el guaiacol y la

vainillinamina»HCI donde no hubo productos, se confirmó que el alcohol fenólico

de la vainillinamina o del alcohol vainillílico no es reactivo para la síntesis

catalizada con (¡pasas,, Este alcohol no participa en la reacción, por lo que es

incapaz de formar el éster y sólo se obtiene un producto único, la A/-vainillil

oleamida (olvanil) o el oleato de vainillilo, según sea el caso,,

3 j 9 M3 JES 3¡
pin '¡ , ,i- - '¡- j - ' • •. r - •& [•1»'-t "^SJ •J..l.ti*lbj j un,

329 ;<a sea 3B« '83 «ÍO 4<e

m/z

Figura 30. Espectro de masas de A/-vainillil oleamida
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Los espectros de espectrometría infrarroja de la A/-vainillil oleamida y del

oleato de vainillilo se presentan en la Figura 31, donde en el panel A la absorción

a 1645 cm"1 señala el enlace amida en el producto A/-vainillil oleamida y en el

panel B la señal a 1711 cm'1 muestra el enlace éster del oleato de vainillilo,, En el

panel A se observa también una señal fuerte a 3407,1 cm"1 que indica una

absorción del grupo -OH que proviene del solvente (metanol) en que se

encontraba la muestra y que no fue completamente eliminado,,

4000

Número de onda (cm'1)

Número de onda (cm")

Figura 31. Espectros de infrarrojo de (A) A/-vainillil oleamida y (B) oleato de
vainillilo,
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6.7 Síntesis enzimática de /V-benciloleamida y oleato de bencilo

Retomando el objetivo de estudiar el efecto de los sustituyentes del anillo

en la síntesis enzimática de amidas y compararía con la síntesis de esteres, a

continuación se presentan las reacciones de síntesis utilizando la bencilamina y su

alcohol análogo, el alcohol bencílico,,

Las reacciones propuestas de síntesis de A/-benciloleamida y oleato de

bencilo se presentan en la Figura 32,, Ambas reacciones se llevaron a cabo por

separado en n-hexano y en 2M2B, sin etapas de desprotección preliminares,, Con

el fin de hacer un estudio comparativo se utilizaron las mismas condiciones de

temperatura y concentración de sustratos y enzima que para las reacciones de

síntesis de A/-vainillil oleamida y oleato de vainillilo,,

NH-

Bencilamina

OH

Alcohol bencílico

HO
Acido oleico

Amidación
Lipasa B de

Candida antárctica N-Benciloleamida

Ester ificación
Lipasa B de

Candida antárctica Oleato de bencilo

Figura 32. Reacciones propuestas para la síntesis de A/-benciloleamida y de
oleato de bencilo,,

Como se observa en la Figura 33, el producto de la reacción de amidación,

la A/-benc¡loleamida se obtuvo tanto en /7-hexano como en 2M2B mientras que el

de la esterificación, el oleato de bencilo, sólo en rt-hexano En 2M2B no se detectó

síntesis de oleato de bencilo. La velocidad inicial de amidación es mayor en n-
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hexano (10.4 mM/h) que en 2M2B (4 3 mM/h), aunque su conversión al equilibrio

es mayor en 2M2B (aprox,, 98%) que en /?-hexano (75%),

20- rlOO

10 15 20 25
Tiempo (h)

35

Figura 33,, Reacciones de síntesis de /V-benciloleamida (círculos) y oleato de
bencilo (cuadros) en 2M2B (símbolos llenos) y en n-hexano (símbolos vacíos),,

Por otro lado, la velocidad inicial de la reacción de esterificación es de 8,7

mM/h en n-hexano, alcanzando una conversión de 50%,, Esta velocidad es menor

que la de formación de su amida análoga en ei mismo solvente, lo que reafirmaría

que el solvente es capaz de favorecer o no la velocidad de reacción determinada,,

La baja conversión podría explicarse con la aparición de un subproducto de

reacción formado por una interacción del alcohol bencílico con la preparación

enzimática cuando ésta es destruida al ser molida durante la reacción con el

agitador magnético Al utilizar un equipo como el Hybridyzer HP en el cual la

agitación es mecánica y puede operar a temperaturas controladas, la aparición del

compuesto disminuye en gran medida,,

6.8 Análisis comparativo de la síntesis enzimática de amidas y de esteres

Haciendo un análisis global de las reacciones de síntesis de amidas y de

esteres vainilloides y bencílicos, se observa que el solvente tiene una marcada

influencia tanto en la conversión como en la velocidad de síntesis,, En la Tabla 12

se presenta un compendio de los resultados obtenidos,, Los resultados reportados
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en esta tabla referentes a la síntesis de A/-vainillíl oleamida son los obtenidos con

la vainillinamina libre debido a que, como se demostró previamente, son

equivalentes a los observados cuando se eliminó el paso limitante de la liberación

de la vainillinamina al preincubar y agregar DIPEA en exceso (Figura 28),,

Tabla 12. Efecto del solvente en la velocidad inicial y conversión de la síntesis de
amidas y esteres análogos,,

^ ^ * \ ^ Solvente

Compuestb\^^

A/-vainillil oleamida

Oleato de vainillilo

Benciloleamida

Oleato de bencilo

2M2B
Velocidad

inicial
+

-

-

0

Conversión

+

-

+
0

n-Hexano
Velocidad

inicial
_

+

+

+

Conversión

-

+

-

+

Símbolos: Mayor (+) o menor (-) comparada con la misma reacción en el otro
solvente, (0) No hay reacción

Las mayores conversiones de las amidas en 2M2B y de los esteres en n-

hexano, pueden atribuirse a la mayor solubilidad de las primeras en el solvente

más polar y de los segundos en el más hidrofóbico. Bellot y col, (2001)

demostraron que mientras mayor es la solubilidad de un producto en un solvente

dado, más bajo es su coeficiente de actividad termodinámica, favoreciendo así la

acumulación del producto en el equilibrio,, Este efecto es similar al que ejerce el

solvente en la quimioselectividad de una reacción (Wescott & Klibanov, 1994),

donde ía preferencia para sintetizar amidas se da en los solventes con mayor

capacidad de formar puentes de hidrógeno, mientras que la de esteres es

favorecida en los de menor capacidad (ver Figura 12) En la Tabla 13 se muestran

valores de solubilidad en agua de esteres y amidas análogos, siendo importante

remarcar que en todos los casos las amidas son más solubles que los esteres,

Óhrner y col, (1996) realizaron la síntesis enzimática de amidas y esteres

análogos en ausencia de solvente y encontraron que la velocidad de síntesis de

amidas es más lenta que la de los esteres correspondientes,, Ellos proponen que

la velocidad de transferencia del protón de la amina (el cual no existe en el
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alcohol) hacia el complejo acil-enzima es limitante en la reacción,, En nuestro

trabajo las reacciones de síntesis de amidas y esteres se desarrollaron en 2M2B y

en n-hexano, y los resultados sugieren que las velocidades de estas reacciones

pueden estar influenciadas por el solvente,, En las reacciones con los compuestos

vainilloides, la velocidad de síntesis en n-hexano fue mayor para la formación del

éster que para la formación de la amida, mientras que no se encontró diferencia

significativa en 2M2B, En cambio, en las reacciones con los compuestos

bencílicos la velocidad de síntesis de la amida fue mayor en ambos solventes que

la velocidad de síntesis del éster,, Esta baja correlación entre nuestros resultados y

los observados por Óhrner y col,, (1996) puede deberse a ía presencia de otros

factores en la reacción, como los sustituyentes del aceptor de acilo y el tipo de

aceptor (alcohol primario o secundario), que podrían afectan de manera diferente

las velocidades de síntesis de esteres y amidas en los solventes probados,,

Por otro lado, al analizar las reacciones de síntesis de los compuestos

vainilloides con los bencílicos, se observa que los sustituyentes del anillo

vainilloide (CH3O- y -OH) incrementan la solubilidad de los productos y de los

sustratos (Tablas 13 y 14, respectivamente),, La consecuencia más evidente del

aumento de solubilidad es que en 2M2B se lleva a cabo la síntesis del oleato de

vainillilo pero no ía síntesis del oleato de bencilo, Así mismo, las velocidades de

síntesis de la amida y el éster vainilloides son mayores a las de la amida y el éster

bencílicos, independientemente del solvente,, Sin embargo la diferencia entre estas

velocidades es aún mayor en 2M2B, donde, como se había comentado

anteriormente, la solubilidad de las aminas y amidas es mayor, como una

consecuencia d e s u mayor p olaridad,, E n este c aso, I os s ustituyentes d el g rupo

vainilloide le confieren a sus derivados un incremento en su polaridad, provocando

una mayor solubilidad en 2M2B que en n-hexano.

El análisis anterior nos lleva a concluir que el solvente orgánico ejerce una

fuerte influencia en la conversión final de los productos, sin embargo su efecto no

es tan claro en la velocidad de síntesis,,
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El reporte científico que reúne el análisis comparativo de la síntesis de

amidas con la síntesis de esteres se encuentra en preparación para su

publicación.

Tabla 13. Solubilidad de amidas y esteres análogos en agua,,

Compuesto

Capsaicina

Capsiato

Dihidrocapsaicina

Dihidrocapsiato

Homodihidrocapsaicina

Homodihidrocapsiato

/V-vainillil oleamida

Oleaío de vainillilo

A/-(4-h¡droxi-3-metoxibencií)
nonanamida
4-hidroxi-3-metoxibencil
nonanoato

Benciloleamida

Oleato de bencüo

Solubilidad

en agua (g/L)

a 25°C, pH 5-7

8,6x10"^

7,2x10"3

5.9 x 10"*

2.1 x10"3

14x10"2

4,9 X10"4

1,4 X10"6

4,9x10"8

1,5x10"1

5,2 X10"3

7X10"8

insoluble

Compuesto

W-fenil-nonanamida

Fenil-nonanoato

W-fenil-oieamida

Fenil-oleato

W-(3-metoxibencil)-
nonanamida
3-metoxibencilnonanoato

W-{3-metoxibencil)-
oleamida
3-metoxibenciI-oleato

A/-(4-hidroxibencil)-
nonanamida
4-hidroxibencü-
nonanoato
A/-{4-hidroxibencÍI)-
oieamida
4-hidroxibencil-oleoato

Solubilidad

en agua (g/L)

a 25°C, pH 5-7

2,5x10'^

6.6 X10"4

2,5x10"°

Insoluble

1.0x10"2

3.5 X10"4

9.7 x10"8

Insoiuble

5,9x10"2

2 0 x 1 0 ^

58x10 ' 7

2,0 xiO"8

Fuente: Valores calculados con el programa ACD Labs/Aqueous Solubility..

Tabla 14. Solubilidad de alcoholes estructuralmente similares al alcohol vainillílico.

Compuesto

Alcohol vainillílico

Alcohol 4-hidroxibencílico

Alcohol 3-metoxibencílico

Alcohol bencílico

Solubilidad en agua

(g/L) a 25°C, pH 5-7

1082

382

68,7

42,5

Fuente: Valores calculados con el programa ACD
Labs/Aqueous Solubility

íSTA TESI
l£E LA BÍMIOTECA
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6,9 Síntesis enzimática de capsiato en un solo sistema, "one pot"

Los capsiatos son esteres análogos a los capsaicinoides Hasta ahora,

además de ser obtenidos por extracción de una variedad de chiles no picantes,

son sintetizados realizando una hidrólisis química de la capsaicina, purificando el

ácido graso y utilizándolo como sustrato para reacciones de síntesis empleando

enzimas (Kobata et al,, 2002) Conociendo el antecedente que la lipasa B de

Candida antárctica es capaz de reconocer a la capsaicina como sustrato y que

esta enzima desarrolla naturalmente la síntesis de esteres, se propuso sintetizar el

éster análogo de la capsaicina, el capsiato, en un solo sistema a partir de la

capsaicina (Figura 34),, En realidad no es claro cual es el mecanismo de la

reacción ya que puede ser de síntesis directa como "alcohólisis" o bien en

presencia de agua como sustrato, como una hidrólisis seguida de una síntesis,, En

ambos casos la enzima cataliza todas las reacciones y se llevaría a cabo la

reacción en un mismo sistema (one-pot),

H3cq

Alcohol vainillílico

Capsaicina
Lipasa B de

Candida antárctica

O

Capsiato Vainillinamina

Figura 34. Esquema de la reacción de síntesis de capsiato a partir de capsaicina
en un mismo sistema,,

Las reacciones se probaron con diferentes concentraciones equimolares de

capsaicina y alcohol vainillílico (10 y 27 mM) en n-hexano y utilizando 1 mg de

enzima por ¡amol de sustratos, obteniéndose como producto el capsiato y
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confirmando que la lipasa B de Candida antárctica sí lleva a cabo la reacción

Curiosamente al cambiar el solvente a 2M2B no se obtuvo ningún producto de

reacción, Este resultado coincide con los observados anteriormente donde se

demuestra que en n-hexano se obtiene mayor conversión de los productos

esteres, por lo que el equilibrio termodinámico en la síntesis de capsiato sería

dirigido hacia el éster En 2M2B, el equilibrio termodinámico está dirigido hacia la

formación de la amida y por ende desfavorece por completo la síntesis del éster,

Esto es equivalente a la premisa de que manipulando el medio de reacción se

puede controlar la posición del equilibrio termodinámico de una reacción,,

Como se puede observar la Figura 35, las conversiones obtenidas en n-

hexano son muy bajas, de aproximadamente 30-40%,, Aún así, este resultado es

importante debido a que, químicamente por la baja reactividad de las amidas no

es posible partir de una amida para sintetizar un éster (McMurry, 1994),, Sin

embargo en este trabajo se demuestra que enzimáticamente es posible catalizar

esta reacción,

El comportamiento de la reacción enzimática observado en la Figura 35

parece tener un lapso de adaptación inicial, lo que implica la necesidad de una

etapa previa a la síntesis del capsiato,. Una posibilidad es que dicha etapa consista

en la hidrólisis de lacapsaicina dando lugar al ácido 8-metil-6-nonanenoico,, La

cantidad de agua que tiene el sistema (enzima, n-hexano, sustratos) es de 20 mM,

suficiente como para competir como sustrato con el alcohol vainilíílico, y así

llevarse a cabo la reacción de hidrólisis,, Tratando de evaluar más a fondo este

fenómeno realizamos reacciones de hidrólisis de capsaicina en n-hexano con

distintas concentraciones de agua,, En todos los casos se observó una ligera

presencia de vatnillinamina (analizada por CCF), Considerando estos resultados,

se podría suponer que la reacción de alcohólisis no se está llevando a cabo, sino

que es una reacción de dos etapas, hidrólisis y síntesis, catalizada por la misma

enzima,, Un hecho que tiende a confirmar esta hipótesis es que hasta el momento

no se ha reportado ninguna reacción de intercambio de grupos acilo a partir de

amidas por esteres en un solo proceso ni tampoco reacciones de alcohólisis hacia

amidas catalizadas por lipasas,,
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Figura 35,, Reacción de síntesis de capsiato a partir de dos concentraciones de
capsaicina 10 (O) y 27 ( • ) mM,,

El capsiato es mucho más soluble en n-hexano que la capsaicina y fue

purificado con base en las diferencias de solubilidad El producto de síntesis se

analizó por 1H-RMN, por espectroscopia de masas y por IR confirmando que se

trata del éster, En la Figura 36 se observa el espectro de 1H-RMN obtenido para el

capsiato (A), comparado con el reportado para la capsaicina (B) (Aldrich Library for

FT and NMR Spectra, 1995),, En el espectro del capsiato se observa un

corrimiento de la señal hacia la izquierda, perteneciente al carbono situado entre el

anillo aromático y el enlace éster (- Chfe-) apareciendo en 5 ppm. En el espectro

de la capsaicina la misma señal aparece aproximadamente en 4,3 ppm,, Esta

diferencia indica que hay una modificación en la estructura de la capsaicina, en los

átomos unidos al carbono -CH2- . Esto correlaciona con que la única modificación

enzimática realizada en esta reacción fue el intercambio del enlace amida por el

enlace éster en la molécula..
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6.10 Estudio electrofisiológico de capsaicina y de análogos no pungentes

En colaboración con el Dr, Ignacio López-González dentro del grupo del Dr.

Darszon, se realizaron análisis del efecto electrofisiológico de la capsaicina,

vainillinamina y capsiato en los canales iónicos, Se decidió utilizar a la corriente de

Ca2+ tipo T (Ica-r) de las células espermatogénicas de ratón para montar un ensayo

fisiológico en el cual se pudiera probar la actividad de la capsaicina y sus

derivados sobre canales iónicos similares al del receptor vainilloide Los

experimentos realizados por el Dr López-González indican que la capsaicina

inhibe la corriente de Ca2+ tipo T (lca-r) de células espermatogénicas de ratón

(Figura 37), a diferencia de lo reportado para el receptor vainiltoide VR1, que en

presencia de capsaicina se activa, abriéndose y permitiendo un flujo de entrada de

iones calcio y sodio que depolarizan las fibras neuronales y mandan impulsos

nerviosos a través de la columna vertebral hacia el cerebro (Figura 4) (Caterina et

al,, 1997),, En conclusión, si bien en el canal (icaí) el efecto es inverso, la actividad

de la capsaicina permite usarlo como referencia para el objetivo buscado,.

En el panel A de la Figura 37, se muestra una familia de corrientes de Ca2+

(trazos superiores) que es inhibida por la adición de 50 uM de capsaicina a la

solución (trazos inferiores).. Este efecto es reversible ya que se puede eliminar la

capsaicina lavándola mediante un recambio de la solución de la cámara de

registro, como se muestra en la curva corriente voltaje (panel B),, En el panel C se

muestra el curso temporal de la inhibición de la icaT por la capsaicina,

observándose que después de 3 o 4 minutos se alcanza el máximo de bloqueo de

la corriente,, Así mismo, se observa que al cambiar la solución del baño (minuto 8)

y remover la capsaicina de la solución externa, se recupera gran parte de la IcaT

En el panel D se resume el efecto de la capsaicina y sus derivados sobre IcaT ele

células espermatogénicas de ratón La capsaicina inhibe esta corriente en un 90 ±

10% (n=3), mientras que la vainillinamina, producto de la hidrólisis de capsaicina

catalizada por la lipasa, no presenta ningún efecto inhibitorio sobre la IcaT (n=4).

Este efecto correlaciona con el hecho de que 10 personas habituadas al consumo

de picante, no encontraron pungente la solución de capsaicina hidrolizada,
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además de que presentaba un olor similar al de la vainilla De la misma forma, el

capsiato, obtenido en la reacción de síntesis, no es capaz de inhibir a este tipo de

corrientes (n=5), y de acuerdo con la hipótesis de esta parte del trabajo para el

desarrollo de la técnica, tampoco es pungente,, Independientemente de esta

conclusión, resulta de sumo interés el poner en evidencia que el solo cambio del

enlace amida por el éster desactiva la función electrofisiológica y organoléptica de

la capsaicina,. Lo anterior confirma lo reportado por Walpole y col,, (1993abc)

quienes estudiaron las tres regiones estructurales de la capsaicina habiendo

encontrado que algunas modificaciones como, la sustitución del enlace amida por

otro tipo de enlace, cambios en los sustituyentes del anillo vainilloide o en la

longitud del ácido graso, pueden producir cambios en su función electrofisiológica,

De acuerdo con los resultados y lo reportado en la literatura, elcapsiato

difiere en el modo de acción de la capsaicina,, Mientras la capsaicina presenta un

efecto pungente e inhibe la corriente IcaT, el capsiato no es pungente ni inhibe la

corriente IcaT, Sin embargo, ambos promueven el metabolismo energético,

suprimen la acumulación de grasa y elevan la temperatura corporal (Ohnuki et a/,,,

2001 ab),, Las diferencias en las funciones organoléptica y electrofisiológica, y las

similitudes en las funciones metabólicas, permiten suponer dos hipótesis: a)

existen dos receptores de los compuestos vainilloides con diferentes funciones, la

organoléptica y fisiológica y, la metabólica, o bien, b) existe un receptor (VR1) que

sólo interacciona con los capsaicinoides produciendo las respuestas de pungencia

y efecto en los canales iónicos, pero que también existe otro receptor para los

compuestos de degradación de los capsinoides y capsaicinoides, que pudieran ser

muy similares o los mismos, y que producen el efecto metabólico,,
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Figura 37. Efecto de la capsaicina, vainillinamina y capsiato en el canal de calcio
T de bajo umbral de células espermatogenias, (A) Inhibición de la corriente de

.2+Ca (Ica-r) por la adición de 50 \M de capsaicina (B) Comparación de la curva
corriente-voltaje de la inhibición por capsaicina con su remoción o lavado (C)
Curso temporal de la inhibición por capsaicina y su remoción en la corriente (Ica-r)
(D) Porcentaje de inhibición de la corriente (lCaT) por capsaicina, vainillinamina y
capsiato,
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7 CONCLUSIONES

La aportación principal ele este trabajo se centra en demostrar que las

lipasas, con el solo hecho de manipular el medio de reacción, son capaces de

llevar a cabo reacciones enzimáticas no ordinarias como la hidrólisis de amidas, y

favorecer otras, como I a síntesis de amidas,, Hasta antes de e ste t rabajo n o s e

había reportado que la lipasa B de Candida antárctica, utilizada frecuentemente en

la síntesis de esteres y amidas, pudiera exhibir una actividad amidasa,, De igual

manera, en estudios previos realizados sobre la síntesis de amidas y esteres

catalizada por lipasas, no se había demostrado que la manipulación del medio de

reacción hacia un solvente polar favoreciera la síntesis de amidas y hacia un

solvente no polar la síntesis de esteres.,

Las conclusiones de este trabajo se resumen en los siguientes puntos:

s A pesar de que se reconoce que las lipasas no son capaces de hidrolizar

enlaces amida, se demostró que la lipasa B de Candida antárctica puede

hidrolizar a la capsaicina, una amida natural insoluble en agua para la cual no

existen reportes ni evidencia de hidrólisis por lipasas

s Los estudios preliminares permiten suponer que la hidrólisis de capsaicina en

extractos de oleorresina de chile, representa una nueva alternativa para el

procesamiento de capsaicina y control de la pungencia en las industrias

alimentaria y farmacéutica..

s El ácido oleico sin esterificar es un excelente donador del grupo acilo en las

reacciones de síntesis de amidas y esteres, y no forma sales con las aminas

utlizadas en este trabajo.,

•/ La vainillinamina no es un sustrato adecuado para estudiar la

quimioselectividad de las lipasas por los grupos amino e hidroxilo en la

reacción debido a que el alcohol fenólico de la molécula no es reactivo,, De la
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misma forma el alcohol vainillílico no es sustrato para estudiar la

regioselectividad por solventes,,

•/ Se demostró que hay un efecto importante de la concentración de amina

terciaria, DIPEA, en la "desprotección" del grupo amino de la vainillinamina

analizado a través del efecto en la velocidad de amidación de la /v-vainillil

oleamida,,

s La síntesis de A/-vainillil oleamida a partir de la vainillinamina libre procede a

una alta velocidad, estando limitada por la velocidad de liberación de la amina

de su clorhidrato,, La liberación de la vainillinamina también es dependiente de

las características del solvente utilizado y del tiempo de preincubación,

s La adición de DIPEA en la reacción de amidación sólo tiene efecto en la

desprotección del grupo amino y no influye en la actividad de la lipasa B de

Candida antárctica

s Las diferencias en las velocidades de reacción están influenciadas no sólo por

el solvente utilizado, sino también por los grupos sustituyentes de la molécula

que modifican la polaridad de los sustratos y su solvatación en el solvente.,

s El solvente de la reacción influye en la conversión final ya que está

determinada por las actividades termodinámicas de los productos en el

solvente,, Los esteres presentan una mayor conversión en solventes

hidrofóbicos y las amidas en solventes hidrofílicos,, Un solvente hidrofóbico

puede dirigir el equilibrio termodinámico de la reacción hacia la síntesis del

éster, mientras que uno hidrofílico lo podría hacer hacia la síntesis de la

amida,,

V La lipasa B de Candida antárctica es capaz de sintetizar un éster a partir de

una amida en un mismo sistema y en un medio hidrofóbico, demostrando que

la reactividad química de las amidas no es limitante para las enzimas,,

s El tipo de agitación empleada para mantener homogénea la reacción juega un

papel preponderante,, Al sustituir la agitación magnética con una agitación

mecánica, se obtienen importantes beneficios, como son: la posibilidad de

recuperar la enzima inmovilizada y de evitar la destrucción tanto de la enzima
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como del tamiz molecular Finalmente, se corre un menor riesgo de

inactivación de la enzima y se obtienen cinéticas reproducíales.,

La metodología utilizada en este trabajo para evaluar el efecto fisiológico de la

capsaicina y sus derivados consiste en correlacionar la inhibición de la

corriente de calcio causada por estos compuestos con su pungencia, Los

resultados de los compuestos probados hasta el momento correlacionan

adecuadamente.,

Al cambiar el enlace amida de la capsaicina por el éster, o al hidrolizarlo, se

desactiva la función electrofisiológica y organoléptica de la capsaicina,,
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8 PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

•/ Estudiar la capacidad de hidrólisis de la lipasa B de Candida antárctica y otras

enzimas sobre las amidas sintetizadas en este trabajo y analizar si sólo es

capaz de hidrolizar amidas grasas, como la capsaicina

•/ Analizar el efecto del grupo saliente del donador de aciloen reacciones de

amidación utilizando aminas que no requieran "desprotegerse",

s Determinar las actividades termodinámicas de los sustratos y productos en n-

hexanoy2M2B,,

s Analizar el efecto del solvente sobre el equilibrio termodinámico en la

transformación de a midas a esteres, y viceversa, en reacciones catalizadas

por la lipasa Novozym 435,,

s Analizar con mayor profundidad el efecto del solvente sobre la velocidad de

síntesis de amidas y esteres abarcando mayor numero de aminas y alcoholes,,

s Analizar las posibles variaciones en velocidad y conversión de reacciones de

síntesis de amidas y esteres, teniendo los grupos funcionales -OH y -NH2 en

la misma molécula Analizar el efecto del solvente sobre estas reacciones.

s Analizar los compuestos vainilloides sintetizados a través de evaluación

sensorial y su efecto fisiológico en los canales de calcio,

s Realizar las reacciones en un equipo que tenga una agitación mecánica y que

además controle la temperatura, Este equipo puede ser el hibridizador HP-100

donde se desarrollaron las reacciones a gran escala, incorporándole los

aditamentos adecuados (como pinzas pequeñas para sostener los tubos), se

pueden llevar a cabo reacciones en viales de 10 ó 15 mL
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Abstract

The reléase rate of vanillylamine fiom its hydrochloride salt was the limiting step in the

lipase-catalysed synthesis of olvanil, a capsaicin analogue amide, in organic solvents, When

the tertiary amine base concentraron (7V,7V-diisopropylethylamine) was increased fiom 20

mM to 360 mM, the initial late of amide synthesis increased propoitionally.. At a 12 molar

excess of7V,7V-diisopropylethylamine and 30 min, of preincubation, both the initial rate and

total conversión were the same as those with fice vanillylamine (80% conversión in 20 h),

1



This result is independerá of the organic solvent used It ís also shown that N,N-

diisopropylethylamine does not enhance lipase activity,

Inti oduction

One of the recent advances in the application of enzymes in oiganic synthesis is the use of

Upases for the synthesis of anudes (Baldessaii & Mangone 2001, deZoete et al 1996, Gotor

2000, Maugard et al 1997), extending the range of chemical producís obtained by

biological piocesses, During the synthesis of peptides and nucleotides, reactive arome

groups requiíe protection that must be released after the reaction In othei situations, this

"protection" is used to avoid the caibonation of the amine with CO2 This is the case of

vanillylamine, wheie the amine gioup is protected by a salt and distiibuted as the HC1

deiivative Vanillylamine is relatively simple to reléase as the addition of a stronger non-

reactive tertiaty amine base, such as A^A^-diisopropylethylamine, triethylamine 01 7V-

methylmoipholine (Bailen et al 2000, Han et al 1997, Orain et al 2002), will displace the

equilibrium towards the fiee primaiy amine and the reléase of the primaiy amine and the

enzymatic synthesis are cained out as a one-pot reaction (Kobata et al 1998b) The

addition of some non-reactive organic bases can inñuence the enzymatic performance

(Campos et al 2000, Parker et al 1998, Theil 2000),,

Capsaicinoids are the active principie of the pungent flavoui in many peppers

(Govindarajan & Sathyanaiayana 1991), Recent advances in the stmctute and fiinction of

the vanilloid receptor' (Caterina et al 1997) in mammalian cells have extended theirp

applications to the health sector,, Due to their desensization effect, they are now used as

analgesic agents in the tieatment of rheumatic and some other pain causing afféctions



(Govindarajan & Sathyanarayana 1991, Szallasi & Blumberg 1996) Capsaicin analogues,

such as olvanil, have similar physiological properties with minimal pungency (Diay 1992),

Some ofthese analogues have been enzymatically synthesized fiom vanillylamine and fatty

acid deiivatives in a two phase system (aqueous-fátty acid deiivative) but with low yields

(Kobata et al, 1998a), piobably due to a competition between synthesis and hydrolysis of

the amides in the reaction catalysed by the same lipase (Duaite et al 2000), The aim of this

work was to study the amide synthesis catalysed by Upases in oiganic solvents using

olvanil as a model (Scheme 1), including the effect of the tertiaiy amine concentiation in

the synthesis rate and the total conversión

Materials and methods

Materials

Novozym 4 35 (inimobilized Candida a ntar etica 1 ipase B ) w as k indly supplied b y Novo

Nordisk, Vanillylamine hydrochloiide and molecular sieves (5A, beads, 8-12 mesh) weie

purchased ftom Aldiich, Co, (WI, USA), T^A^Diisopiopylethylamine, guaiacol and oleic

acid weie fiom Sigma Chemical, Co, (MO, USA),, 2-Methyl-2-butanol (tert-smyl alcohol)

was fiom J.T.. Baker (Edo,, de México, México) and n-hexane was purchased fiom Buidick

& Tackson (MI, USA),

Enzymatic reaction

Solvents were dehydiated with molecular sieves, All reactions were caiiied out in 5 mi,

sealed vessels at 45°C, with magnetic agitation in 2-methyl-2-butanol and n-hexane,,

Vanillyloleamide (olvanil) was synthesized fiom equimolai solutions of the hydrochloiide

salt of vanillylamine and oleic acid (20mM), using 100 mg of Novozym 435 as biocatalyst,



JV,-/V-Diisopropylethylamine (DIPEA), a teitiaiy amine, was added to the reaction fbr the

1 reléase of the salt derivative,, The effect of A^A^-diisopropylethylamine concentiation was

studied increasing the A^iV-diisopropylethyiamine/vanillylamine-HCl molar ratio

concentiation, In oidei to study the effect of both reactions separately the mixture of

vanillylamine-HCl and A^TV-diisopropylethylamine was preincubated prevíous to the

addition of oleic acid and the enzyme fbr 3, 15 and 30 minutes, and 1, 3 and 6 hours Four

types of leactions weie also carried out in order to study the effect of the tertiaiy amine

directly on the enzyme as desciibed in Figure 3, Free vanillylamine was produced by

chemical reléase ftom the vanillylamine salt derivative, as repoited in the liteíature (Kaga

etal 1989)

Substrate andproduct analysis

Samples of all leactions were dissolved in methanol (HPLC grade) and quantified by HPLC

using a 4 6x250 mm Spherisoib 80-5 ODS-2 column in a Wateis 600E system controller

with a flow rate of 1 mí/min and a methanol-water gradient ñom 50:50, v/v to 100%

methanol,, Substrates and product were quantified with a Waters 996 photodiode anay

detector at 208 and 280 nm,

Results and discussion

Ester enzytnatic synthesis

There was no reaction when Upase was incubated with vanillylamine as its HC1 salt

derivative (protected amine) and oleic acid, indicating both the requirement of the free

amino gr oup as well as the inability of the phenolic o-OH group to foim the corresponding

ester, a reaction that could easily be cairied out by a lipase with a secondaiy alcohol Ihis



was also the case when guaiacol and oleic acid were used as substiates fói the estei

synthesis,

Amide enzymatic syntkesis

When equimolai concentrations of vanillylamine-HCl and A^N-diisoptopylethylamine were

used, low leaction lates of olvanil weie obtained,, Howeveí, when an excess of the teitiaiy

amine was used in a reaction with n-hexane as solvent, the late increased consideiably This

efféct was quantified fbi A^TV-diisopropylethylamine/ vanillylamine-HCl concentiation latió

up to 18, and is repoited in Figure 1. The results could then be explained simply to the fáct
2 1

that différent amounts of JV,./V-diÍsopiopylethylamÍne results in different amounts of fiee

vanillylamine which can react in the lipase-catalysed reaction,, Fuitheimore, when n-hexane

was substituted with a mote polar solvent, like 2-methyl-2-butanol, a ten-fold increase in

the reaction rate was obseived, as also shown in Figure 1., This kinetic efíect is related to

the increased solvent polarity which results in a higher solubility of both vanillylamine and

vanillylamine-HCl in 2-methyl-2-butanol,, In fáct, vanillylamine-HCl solubility in n-hexane

and in 2-methyl-2-butanol at 45°C is 0,04mM and 1.5mM9 íespectively (data obtained

expeiimentally),, The same effect has been pieviously repoited fot the lipase-catalysed

synthesis of sugar esters in 2-methyl-2-butanol amended dimethylsulfbxide (Plou et al,

2002) wheie fáster reaction rates were obtained when the solvent polarity was incieased

When the synthesis reactions weie followed fbi longer periods, an efféct of solvent and

A^T^-düsopropylethylamine concentration in total conversión was also obseived,, This is

re 2 shown in Figure 2, as equimolai reactions of A^A^-diisopropylethylamine and vanillylamine-

HCl leached 10 and 65% conversión in n-hexane and 2-methyl-2-butanol? íespectively, but

when 7V,//-diisopiopylethylamine was added in excess, equilibiium conversión leached 60

and 98%, The higher conversions in 2-methyl-2-butanol, can be attiibuted to the highei



solubility of the product, the vanillyloleamide in the more polar solvent: the higher the

solubility of a product in a given solvent the lowei its theimodynamic activity coefficient,

fávouring the accumulation of the product at equilibiium (Bellot et al, 2001) Data

repoiting better amide solubility in polar solvents than in n-hexane has been recently

published (Fernandez P,, & Otero 2001),

Preincubation time

If the mixture of vanillylamine-HCl and iV,,/V-diisopropyÍethylamine is preincubated at least

30 minutes previous to the addition of oleic acid and the enzyme, an motease in the initial

tate is obseived Fot longer preincubation times, the initial rate remains constant

demonstrating that equilibrium between vanillylamine-HCl and ftee vanillylamine is

reached (results not shown),, These expeiiments were conducted for 1 and 18 molar ratio in

2-methyl-2-butanol with similai íesults,

Influence of the presence o/N,N-dmopropylethylamine in the lipase-catalysed reaction

In order to observe if the simple presence of iV^-diisopiopylethylamine affécts the

behavioui of the enzyme, seveial teactions were canied out as desciibed in Materials and

Methods The direct olvanil enzymatic synthesis was canied out using the fiee

vanillylamine obtained by chemical reléase from the salt deiivative and oleic acid,, It is

impoitant to point out that the synthesis of olvanil without enzyme is negligible añei 120
3

his,, As shown in Figure 3, no différences were obseived when olvanil synthesis was canied

out with ftee vaniílylamine with and without A^TV-diisopropylethylamine, as well as with

vanillylamine-HCl preincubated with a 12 molar excess of TV, JV-diisopropylethylamine for

30 min, Again in this figure, it is shown that the last reaction proceeds at a much lower late

without preincubation, as fiee vanillylamine has first to be produced before the enzymatic

reaction can proceed, Consequently, final conversions in Figure 3 were also similar



reaching almost 80% at 20 hrs (not shown) It may be concluded that the amide synthesis

fiom the fiee amine proceeds at a high rate, but it is limited by the reléase rate ñora the salt

deiivative,, The idease o f vanülylamine was also dependent on the characteiistics of the

solvent used and on the preincubation time,, It is also inteiesting to observe that N,N-

düsopropylethylamine has no influence on the activity of Novozym 435,,
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Scheme L, Vanillylamine telease fiom its salt deiivative and enzymatic

synthesis ofolvanil.

Figure 1 Initial tates of olvanil synthesis measured at different concento ations

of teitiaiy amine Af,./V-diisopropylethylamine in 2-methyl-2-butanol and n-

hexane, equivalent to A'.A^diisopiopylethylaniine/vanilIylamine-HCi molar

ratio of 1, 3, 6, 12 and 18 (initial vanillylamine-HCl concentration was 20

mM)

Figure 2 Vanillylamine conversión to olvanil in 2-methyl-2-butanol (cueles)

and in n-hexane (tiiangles) with A^N-diisopropylethylamine/vanillylamine-HCl

molar ratio of 1 (open symbols) and 18 (filled symbols), These reactions were

caiiied out without preincubation of A^A^-diisopiopylethylamine and

vanillylamine-HCl In all reactions, equimolar concentration of vanillylamine-

HCl and oleic acid (20mM), and 20mg/ml of enzyme were used

Figure 3. Olvanil synthesis in lipase-catalysed reactions in 2-Methyl-2-butanol

using fiee vanillylamine with (A) and without (A) a 12 molar excess ofN,N-

diisopropyletfiylamine, and vanillylamine-HCl with a 12 molar excess ofN,N-

diisopropylethylamine with (O) and without ( • ) preincubation, In all reactions

equimolar concentration of vanillylamine and oleic acid (20mM), 240mM of

TV^A^diisopiopylethylamine, and 20mg/ml of enzyme weie used,
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Abstraer.

Capsaicin was hydrolysed by lipase B from Candida antárctica into vanillylaraine and 8-methyl-6-íra«s-nonenoic
acid, Conversions of 70% were obtained after 72 h at 70 °C in watei but decreased to only 15% when capsaicin
was solubilized in 15% (v/v) ethanol/water after 72 h at 45 °C, No activity occuned in chloroform/water mixtures
According to out knowledge, this is the first repott conceming amide hydrolysis by a lipase

Introduction

Capsaicinoids are responsible fbr the pungency of
a wide variety of chillies (Capsicum sp) (García
et al 1995) Among capsaicinoids, capsaicin {tram-
8-methyl-Aí-vanillyl-6-nonenamide) is the most im-
poitant in terms of abundance and pungency, and
has therefbre potential applications in industry, Al-
though capsaicinoids have long been associated to
the food industty, recent applications have been ex-
tended to other fields Due to a decrease of sensitivity
of skin or mucous membranes aftei repeated con-
tact with capsaicinoids, they are now used fot the
treatment of iheumatíc and some othei pain-causing
afféctions (Govindatajan & Sathyanarayana 1991,
Markovits & Gilhai 1997), Upon hydrolysis, result-
ing in vanillylamine and 8-methyl-6-íw«s-nonenoic
acid (Scheme 1), the pungency, initant and neurotoxic
effects of capsaicin ate probably decreased, as both
products are less toxic and pungentthan puré capsaicin
(Anonymous 1992)

The catabolic pathway of capsaicin degradation in
lats initiates with a reaction catalysed by an enzy-
matic complex described as 'Capsaicin hydiolysing
enzymes' or 'CAP complex' (Park & Lee 1994).
Capsaicin is initially hydrolysed to vanillylamine and

8-methyl-6-frans'-nonenoicacid while the finai degra-
dation products of the pathway have been identified
as vanillyl alcohol, vanillic acid and vanillin The en-
zymes in the CAP complex have been classified as
carboxylesterases (3 1,1,1), and have also been found
in chicken, hog and bovine Hvers, as well as in various
rat organs (Kawada & Iwai 1985) Oi et al (1992)
tested several commercial enzyme preparations fbr
capsaicin hydrolysis (mainly bactei ial and fungal pro-
teases) and teported that none of these enzymes show
hydrolytic activity on capsaicin substrates,

Most proteases also have esterase and amidase ac-
tivities, while lipases are efíicient catalysts foi the
synthesis of fatty acid ester s and amides (Órhnei et al
1996, Maugard et al 1998, Gotor 1999), However,
proteases do not seem to be good catalysts for laige
hydrophobic substrates while lipases are not capable
of amide bond hydrolysis (Matos 1987, Gillis 1988,
Gandhi 1997, de Castro & Sinisterra 1998) Beside
its natural ester hydrolytic activity, lipases have also
been used in synthesis, tiansesterification, alcoholy-
sis, aminolysis, acidolysis and glycerolysis (Klibanov
1989), Kobata et al (1999) have succeeded in the
transacylation of capsaicin using lipase from Candida
antárctica with tiiolein and olive oil as the acyl donors



Vanlllylamlne 8-methyl"6-íi3/is-nonenolc acld
Scheme 1 Enzymatic hydrolysis of capsaicin

However, no evidence of capsaicin hydrolysis by a
lipase has been reported,

The aim of this work was to perfbrm the enzy-
matic hydrolysis oí'the amide bond in capsaicin and to
study the kinetics of this biotransfbimation to assess
its potential for industrial use

Table 1 Capsaicin conversión ¡n water
(médium C) using various enzymes,

Enzyme

Upases (1)
Novozym 677 BG
Lipase F
Esterase Diversa 001
Novozym 435

Proteases (2)
Irypsin
Penicillin acylase

Conversión3

0 3
1
8

30

0 05
01

aConversion of capsaicin hydrolysis deter-
mined from 1 mg mi" ' of capsaicin solu-
tions measuring vanillylamine aftet 24 h of
reaction at (1) 45 °C and (2) 37 °C

Materials and methods

Materials

Capsaicin (98% and 60%) was putchased from Sigma
Chemical Co Vanillylamine was from Aldiich (WI,
USA), Chlorofbtm and ethanoí (99%) were from J.I
Baker (Edo, de México, México), Greasex, Lipozyme,
Neutrase, and Novozym 677 BG were provided by
Biotecsa, S..A. de C V (Edo, de México, México);
Novozym 435 was from Novo Nordisk (Spain); Lipase
F, Prozyme 6 and Protease 2A were from Amano (VA,
USA); Píccantase was from Gist Brocades (México);
Pronase was from CalBiochem-Behring (USA); Es-
terase 001 was from Diversa (USA); trypsin was from
Difco (MD, USA); penicillin acylase was firom Sclavo
(USA); a-chymotiypsin was from Sigma Chemical
Co (MO, USA); papain was from Ultiapa- paina
(Colima, México)

Enzymatic reactions

All reactions were carried out in 2-ml sealed vials in
different media, selected according to capsaicin sol-
ubility Two-phase systems were considered based on
the known preference of Upases to work at inteiphases
I'he media used were: Médium A, Chlorofoim/watet
(1:1, v/v) at 45 °C (biphasic médium in which cap-
saicin is soluble in the organic phase); Médium B
15% (v/v) ethanol/water at 45 °C (monophasic sys-
tem in which capsaicin is soluble); Médium C Wa-
ter/capsaicin (biphasic médium due to the low solubil-
ity of capsaicin in water) For the Iatter, reactions were

also camed at 70 °C, Capsaicin was at 1 mg mi l

(3 27 mM) in all media All the enzymes were used
at 12 mg or 12 /xl of commercial enzyme preparation
per mi of reaction medía depending on its commercial
presentation

Anafysis

Reactions were fbllowed by TLC as described by
Yuste et al (1979) but vanillylamine was developed
with ninhydiine Reactions were quantified by HPLC
usíng a solvent polar gradient and separation condi-
tions described by Hoffman et al (1983)

Results and discussion

Enzyme screening

Reactions were canied out using a wide variety of
enzymes in the three reaction media described in Ma-
terials and methods, None of the enzymes reacted with
capsaicin after 24 h in chlorofoim/water (1:1, v/v)
(médium A), while only Novozym 435 was síightly
active in 15% (v/v) ethanol/water (médium B) How-
ever, six enzymes hydrolysed capsaicin when mixed
with water (médium C) at 45 °C as shown in Table 1
Surprisingly, only immobilized lipase B from Candida
antárctica (Novozym 435) gave significant capsaicin
conversión All enzymes were assayed at 45 °C except
for trypsin and penicillin acylase assayed at 37 °C

Ihe results obtained with lipase B from Candida
antárctica in the three reaction media are shown in
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Table 2 Capsaicin conversión in thrce reaction media
using lípase B from Candida antárctica

0,30 n

Reaction media

Médium A: CHC13/H2O

Médium B: Ethanol/H20

Médium C: H2O

Conversión (%)

Oh 3 h

1

6

24 h

6

30

- : No product observed
Vanillylamine was assayed by HPLC (see Materials
and methods) All reactions were carried out at 45 °C
using a total capsaicin concentration of 1 mg ml~ .

Iáble 2 Capsaicin conversión was determined after
3 and 24 h of reaction at 45 °C. As shown in this
table, the best conversions (30%) were obtained in
aqueous médium with insoluble capsaicin as a second
phase In contrast, capsaicin conversión was veiy low
(6%) after 24 h in 15% ethanol No reaction producís
were observed in chlorof brm where capsaicin is highly
soluble.

Kinetics ojcapsaicin hydrolysis

Using the water-capsaicin reaction system and Iipase
B from Candida antárctica the reaction kinetics was
studied in 2-ml sealed vials In oidei to study the ef-
féct of temperarme on the process, the initial rate was
measured from 45 °C up to 70 °C, Above 70 °C the
enzyme was rapidly inactivated At 70 °C, the ini-
tial rate is three times higher than the rate at 45 °C,
both reaching a máximum conversión of 70% Initial
rates measured at 70 °C at varying capsaicin concen-
tiations, resulted in data shown in Figure 1 Typical
Michaelis-Menten kinetic behaviour was obsetved foi
the three enzyme concentratíons assayed From the
Lineweaver-Burk plot, a Km of I 4 mM for capsaicin
was found with a specific activity of 22 5 nmol h~1 peí
mg immobilized enzyme, This is an intetesting result
considering that capsaicin has an amide bond and that
the same preparation of the enzyme has an activíty
only four times higher (82 nmol h~' per mg immo-
bilized enzyme) for oleic acid methyl ester synthesis
in hexane at 45 °C (íesults not shown)

A reaction with 3 27 mM capsaicin at 70 °C, was
monitored for 84 h At 24 h the reaction reaches
50% and after 72 h reaches 70% conversión, cotre-
sponding to an equilibrium conversión as no change in
concentration was observed when ftesh enzyme was
added

ooo
2 3 4

Capaalcln (mM)

Fig. 1 Effect of capsaicin concentration on the initial hydrolysis
rate by Upase B from Candida antárctica at 70 °C and for three
different enzyme concentrations (mgenzyme m!~' ) : ( • ) 6.. (D) 12,
and (A) 18

As a conclusión, it is shown that although Upases
are not capable of amide hydrolysis, Iipase B from
Candida antárctica may hydrolyse capsaicin, a natural
water-insoluble amide for which no evidence of Iipase
hydrolysis had been previously reported,

Although the present research refers to capsaicin
hydrolysis in aqueous médium, preliminary results
show that capsaicin may also be hydrolysed in oleo-
resin extiacts or in 15% ethanol suggesting new alter-
natives for capsaicin processing and pungeney control
in the food and pharmaceutical industries
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