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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 mas
importante de estos compuestos es la capsaicina o N-vainillil-8-metil-6-
nonenamida, la cual tiene aplicaciones potenciales tanfo en la industria alimentaria
como en la farmacéutica.

El interés de este trabajo se dirigi¢ hacia el estudio de la susceptibilidad de
esta molécula para ser modificada enzimaticamente. En la primera parte de este
trabajo se estudié la hidrélisis enzimatica del enlace amida en la capsaicina, asi
como la cinética de su transformacion. La lipasa B de Candida antarctica presento
una conversion de 70% en un sistema acuoso. Los productos de hidrolisis
evaluados sensorialmente muestran una disminucion en el poder pungente de la
capsaicina. |

Posteriormente, utilizando como modelo a la capsaicina, se estudiaron fas
reacciones de sintesis enzimatica de amidas en solventes organicos, tomando
como referencia la sintesis de ésteres analogos de esta molécula, y empleando la
lipasa B de Candida antarctica como catalizador. Se estudiaron varios parametros
entre los que destacan: el aceptor de acilo (amina o alcohol), el efecto de la
“desproteccién” del grupo amino de la vainillinamina, y el efecto del solvente en la
velocidad de reaccion, la conversion y en la quimioselectividad. Los resultados
demuestran que la sintesis de amidas se favorece en solventes polares como el 2-
metil-2-butanol, mientras que la de ésteres se favorece en solventes no polares
como el n-hexano.

Finalmente, se demostrd la viabilidad de sintetizar un éster a partir de una
amida en un mismo sistema, utilizando una lipasa como catalizador en solventes
organicos. Esta reaccidon es novedosa en la sintesis quimica. Por otro lado, el
producto de reaccidn capsiato, es un compuesto no pungente derivado de la
capsaicina que presenta un potencial de aplicacion en la industria alimentaria y

farmacéutica.



SUMMARY

Capsaicinoids are responsible for the pungency of a wide variety of chilli
peppers (Capsicum sp.). Among capsaicinoids, capsaicin (frans-8-methyl-N-
vanillyl-6-nonenamide) is the most important in 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 antarclica
. 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 antarctica as the catalyst. The parameters studied were: the acil acceptor
(amine or alcohal), the effect of the release group of the amine from vanillylamine,
and the effect of the solvent in the reaction rate, conversion 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.

Finally, 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.
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Introduccién

1 INTRODUCCION

Las biotransformaciones se han convertido en una alternativa viable a la
sintesis quimica para la produccion de compuestos finos y épticamente activos.
Dentro de la gran variedad de enzimas existentes, las lipasas poseen
caracteristicas importantes, como su estabilidad en solventes organicos y su gran
versatilidad para realizar diferentes reacciones, que le permiten ser una
herramienta con gran potencial para las biotransformaciones. Enfre las reacciones
capaces de ser desarrolladas por lipasas, la sintesis e hidrélisis de amidas han
sido menos estudiadas, posiblemente porque las aminas y amidas no son
‘sustratos naturales de estas enzimas. Sin embargo, la aplicacion de lipasas para
los procesos de sintesis de amidas con acidos grasos con aplicaciones ubricantes
y tensoactivas, comienza a ser una valiosa alternativa para la industria.

En el grupo de Tecnologia Enzimatica del Instituto de Biotecnologia se han
estudiado algunas reacciones de transesterificacion, esterificaciéon e hidrdlisis
catalizadas por lipasas y amidasas, para la produccion y/o meodificacion 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 extradcién enzimatica de compuestos naturales de coco,
flor de cempasuchil, chile y arroz.

Un compuesto particularmente interesante y relevante para este frabajo es
el obtenido en la exiraccidn de oleorresinas de chile (Capsicum annuum), la
capsaicina, una amida formada por la vainilinamina y el &cido 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 mas
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 sintesis e hidrélisis de

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



Introduccion

En la primera parte de este trabajo, se realiza una revision acerca de la
aplicacion de enzimas en la sintesis organica, las amidas y su estructura e
importancia, los capsaicinoides y su relacién estructura-funcion, las lipasas y sus
caracteristicas, y finalmente los aspectos relevantes que deben considerarse en
las reacciones de sintesis de amidas.

En la seccion de Materiales y Métodos se presenta la estrategia
experimental del trabajo, las técnicas para analizar y caracterizar las reacciones,
asi como fas metodologias empleadas para el desarrollo de los experimentos.

Posteriormente, en Resulfados y Discusién, se presentan y discuten los
resultados obtenidos a lo largo de este proyecto. Esta seccion inicia con la
identificacion de los productos a través del analisis de los espectros obtenidos por
-deteccion de arreglo de diodos. La descripcion realizada en esta seccidn es un
resultado muy valioso que fue fundamental para este trabajo. La siguiente seccion
describe los resultados obtenido de la hidrélisis de la amida modelo, la capsaicina.
Es importante resaltar que es la primera vez que se describe la hidrélisis de una
amida grasa utilizando una lipasa. La publicacion de este trabajo en la revista
Biotechnology Letters se presenta como anexo a esta tesis.

Resultados posteriores en esta seccion, describen la eleccion de aminas a
utilizar para la sintesis de amidas y la eleccién del grupo donador de acilo mas
adecuada para esta reaccion.

En esta seccion de resultados, también se presenta un apartado extenso
sobre el efecto de la liberacién de la vainilinamina en la reaccién de sintesis
enzimatica. Este efecto fue de gran importancia ya que demostré ser el paso
limitante para la reaccidn de sintesis 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 sintesis de amidas y de los esteres
andlogos se presentan de forma individual. Posteriormente se realiza un analisis
comparativo de las amidas con los ésteres en los distintos solventes en base a su
conversion y velocidad de reaccion. La publicacion de estos resultados se

encuentra en preparacion.
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Por otro lado, en esta misma seccidn se presenta la reaccion de sintesis del
capsiato, el éster analogo a la capsaicina, en un mismo sistema. Esta reaccién es
novedosa debido a que quimicamente no se puede partir de una amida para
sintetizar un éster, y sin embargo, la lipasa utilizada es capaz de llevar a cabo esta
reaccion.

Finaimente en la ultima parte de la seccion de Resuftados y Discusion se
presenta el estudio electrofisiolégico de la capsaicina, la vainillinamina y el
capsiato, obtenidos en este trabajo. Este estudio permite evaluar el efecto
fisiologico de los derivados de capsaicina y ademas correlaciona con su efecto
pungente. Este trabajo fue desarrollado en colaboracion con el Dr. ignacio |.6pez
-Gonzalez del grupo del Dr. Darszon en el Instituto de Biotecnologia.

En la parte final de este trabajo se presentan las secciones de Conclusiones
y, Perspectivas y Recomendaciones. En estas secciones se plasma la aportacion
principal de este trabajo: la demostracion de que las lipasas, con el solo hecho de
manipular el medioc de reaccidn, son capaces de llevar a cabo reacciones
enzimaticas no ordinarias como la hidrélisis de amidas, y favorecer otras, como la

sintesis de amidas.
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2 GENERALIDADES

21 Aplicacion de enzimas en la sintesis organica.

El empleo de biocatalizadores en la sintesis organica se ha convertido en
una alternativa factible a los métodos quimicos convencionales. Su aplicacién se
ha dirigido especialmente hacia [a modificacién de precursores de farmacos y
sustancias quimicas finas. El interés de las industrias farmacéutica y agroquimica
por compuestos enantioméricamente puros y funcionales se encuentra en
crecimiento constante. Existen enzimas que comUnmente presentan elevadas
enantio-, regio- y quimioselectividades que las hace atractivas para estas
industrias. Otras caracteristicas interesantes de las enzimas desde el punto de
vista industrial son: su alta eficiencia como catalizadores ya que pueden mejorar
las velocidades de reaccién en 10" veces; y las condiciones suaves de reaccién
que se requieren, como la temperatura ambiente y el pH neutro, debido a que
disminuyen loé problemas de isomerizacion o racemizacién. Una ventaja adicional
es que los procesos biocataliticos son menos dafiinos, contaminantes y
consumidores de energia que las metodologias tradicionales basadas en la
quimica convencional (Carrea & Riva, 2000).

Las enzimas que participan con mayor frecuencia en las
biotransformaciones con aplicacién industrial son las hidrolasas ya que no
requieren cofactores como el NADH?® ni energia como el ATP®. Dentro del grupo
de las hidrolasas las lipasas ocupan un lugar predominante. Las lipasas han
sobresalido entre otras, no so6lo porque hidrolizan grasas sino porque
sorprendentemente  son biocatalizadores muy flexibles para la acilacién vy
desacilacidén de un amplio nimero de sustratos no naturales. Estas enzimas
catalizan transformaciones de compuestos racémicos con muy alta
enantioselectividad, ademas de ser muy regioselectivas. Las lipasas también son
muy estables y pueden ser obtenidas tanto de animales y plantas como de

2 Acido nicotin dinucleétido.
® Adenosin 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 tecnologias de papel y alimentos, en sintesis de grasas, y como
biocatalizadores en la sintesis de intermediarios organicos (Schmid & Verger,
1998). Mas adelante, se describiran con mayor profundidad las lipasas y sus

caracteristicas.

2.2 Amidas. Quimica y funcion.

Las amidas son compuestos derivados de los acidos carboxilicos que
poseen un nitrdgeno unido a un grupo carbonilo. Al observar las reactividades de
los derivados de acidos carboxilicos, la mayor es la de los cloruros de Acidos,
seguida por los anhidridos, los ésteres y finalmente las amidas. Estas diferencias
de reactividad hacen que las amidas se puedan sintetizar a partir de cualquier
derivado carboxilico de mayor reactividad, pero, es practicamente imposibie ir en
el sentido contrario. De esta forma, los ésteres y las amidas tienen exactamente el
balance apropiado de reactividad que les permite su amplia difusién 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 nitrogeno, demostrando por qué
dicho enlace posee caracter de doble enlace y las hace menos reactivas (Figura

1),

ﬁ I 7
i |
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Figura 1. Estructuras de resonancia de las amidas.

A causa del caracter de doble enlace de la amida, la rotacion de los grupos
alrededor de este enlace es restringida, y los atomos unidos al nitrégeno y al
grupo carbonilo yacen en el mismo plano. Esta caracteristica es de gran
importancia en la estructura de las proteinas.
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Por otro lado, la presencia del grupe C=0 confiere polaridad a los derivados
de acidos. Los cloruros, anhidridos de acidos y ésteres tienen puntos de ebullicién
similares a los de aldehidos y cetonas de peso molecular comparable. Las amidas
tienen puntos de ebullicibn elevados, debido a su capacidad para establecer
puentes de hidroégeno. La solubilidad en agua es mayor para las amidas que para
los ésteres, por ejemplo, ésteres 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 Labs® de amidas
y ésteres analogos, de los cuales se desprende que las amidas son mas solubles
en agua. De igual forma, las amidas grasas son mas solubles en solventes polares
que en hidrofdbicos (Fernandez-Perez & Otero, 2001).

El grupo amida es un enlace importante en la quimica y la biologia. No sélo
es la unidon de los aminoacidos en las proteinas sino que se encuentra presente en
gran numero de farmacos sintéticos probados (50%), farmacos naturales (10%
descartando los compuestos protéicos) y en farmacos sintéticos en desarrollo
{40%) mientras que, por ejemplo, el enlace éster aparece en el 25, 35 y 20%
respectivamente (Henkel et al., 1999). Esto no quiere decir que el enlace sea el
principio activo del compuesto pero si podria conferirle caracteristicas especiales.
Un grupo de compuestos naturales cuyo enlace amida es determinante para su
funcién, es el de los capsaicinoides. En el desarrolio de este proyecto se utilizo a

la capsaicina como modelo para la sintesis e hidrélisis de amidas.

2.2.1 Hidrolisis enzimatica de amidas

Las amidas se pueden hidrolizar para formar acidos carboxilicos y aminas
cuando se calientan en presencia de acidos o bases en solucién acuosa. En
ambos casos, el acido o base es un reactivo y no un catalizador, y la reaccién no

es reversible. Las condiciones que se requieren para la hidrolisis de amidas son

° Programa computacional conectade a bases de datos y con capacidad para calcular constantes
fisicas. Pagina web: www.acdlabs.com
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mas severas que para la hidrdlisis de cloruros de acido o ésteres, aunque los
mecanismos sean similares.

La hidrdlisis enzimatica de amidas generalmente es catalizada por
proteasas y/o amidasas. Las aplicaciones mas comunes son en la industria de
detergentes, alimentaria y en la farmacéutica (p. ej. en la preparacién de
precursores de antibiéticos como los B-lactamicos), ademas de que también son
utilizadas como herramientas en la investigacion bioldgica. In vivo, las enzimas
proteoliticas como tripsina, quimotripsina, pepsina, carboxipeptidasa vy
aminopeptidasa catalizan la hidrolisis de proteinas en las secreciones
gastrointestinales proporcionando asi, aminoacidos al organismo (Bohinsky,
1991) Contrario a las proteasas, que en su mayoria poseen actividades esterasa
y amidasa, las lipasas son catalizadores eficientes para la sintesis de ésteres y
amidas (Gotor, 1999a, Maugard ef al,, 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 enzimaticos de extractos pancreaticos, donde hay lipasas y
esterasas, que son capaces de hidrolizar amidas. Un ejemplo es el caso del
metabolismo de degradacién de la capsaicina en ratas, el cual inicia con una
reaccion catalizada por el “complejo hidrolitico de capsaicina o complejo CAP”
(Park & Lee, 1994). La capsaicina iniciaimente se hidroliza en vainillinamina vy
écidd 8-metil-6-nonanenoico, mientras que sus productos finales de degradacion
son el alcohol vainillilico, la vainillina y el acido vainillilico. Las enzimas
pertenecientes al compiejo enzimatico CAP, han sido clasificadas como
carboxilesterasas (3.1.1.1) y se han encontrado en el higado de pollo, cerdo, asi
como en varios 6rganos de rata (Kawada & lwai, 1985).

Estos antecedentes suponen gue encontrando las condiciones adecuadas

in vitro, las lipasas podrian presentar actividad amidasa.
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2.2.2 Sintesis enzimatica de amidas

El procedimiento quimico comln para producir amidas es a traves de
reacciones de conversiéon de halogenuros de acido, conocidas como reacciones
de Schotten-Baumann (Morrison & Boyd, 1998). Generalmente son cloruros de
acido que al reaccionar con amoniaco o con aminas forman amidas. Estos
procedimientos quimicos han dominado la sintesis industrial de amidas. Por citar
un ejemplo, el mercado mundial de la produccion de amidas de acidos grasos,
Cuyo interés se centra en sus propiedades |lubricantes y tensoactivas, hasta 1996
estaba cubierto por reacciones de sintesis quimica a partir de acidos grasos y
amoniaco anhidro a 200°C y 345-690 kPa (deZoete ef al, 1996). La empresa
Unilever de Loders-Croklaan ha sido de las pioneras en introducir procesos
biocataliticos para la produccidon de moléculas tensoactivas y aditivos grasos
(Gunstone, 1998), sin embargo ya se dipone de un mayor numero de proyectos
para sintesis de nuevos productos, listos para ser industrializados (Engasser &
Mangan, 2002).

La sintesis enzimatica de amidas presenta varias ventajas sobre la sintesis
quimica. Entre ellas se encuentran: a) el uso de condiciones suaves de reaccion
(temperaturas por debajo de 80°C y presiones normales), b) modificacionde la
enantio-, regio- y quimioselectividad manipulando solamente las condiciones de
reaccion y/o seleccionando a la enzima adecuada sin necesidad de realizar una
proteccion quimica, y ¢) posibilidad de recuperar el biocatalizador {enzima) y
reutilizarlo.

Se han utilizado diferentes enzimas hidroliticas (hidrolasas, E.C.3.x)
(Enzyme Nomenclature Database, 1999) para la sintesis de amidas. Por ejemplo,
algunas proteasas y amidasas se han aplicado en la sintesis e hidrélisis de
aminoacidos, péptidos (Bradbury & Smyth, 1991) y antibidticos (Ospina et al,
1992). Sin embargo, las grandes desventajas que presentan la generalidad de las
proteasas en las reacciones de sintesis son: su bajo rendimiento, debido a la
preferencia para hidrolizar en medios acuosos, su alta especificidad por
aminoacidos y su baja estabilidad en solventes organicos. Algunas lipasas
también han sido utilizadas para la sintesis de amidas (D-aminoacidos, amidas
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grasas, tensoactivos) (Jaeger et al., 1999, Maugard et al., 1997, Maugard et al.,
1998c), y en la resolucion enzimatica de aminas racémicas (deCastro & Sinisterra,
1998, Ohrner et al., 1996) pasando por la enantio- (Chamorro ef al., 1995, Conde
et al., 1998) y regioselectividad (Adamczyk et al., 1997, Adamczyk & Grote, 1999).
Como se menciond anteriormente, las lipasas parecen tener poca o nula actividad
amidasa, 1o que lleva a gue sean enzimas con gran potencial para la sintesis, por
su favorable estabilidad en solventes organicos y con una minima posibilidad de
hidrolizar amidas. Dentro de las lipasas estudiadas, las mas utilizadas para llevar a
cabo reacciones de sintesis de amidas son la lipasa B de Candida antarctica
(Adamczyk et al., 1997, Adamczyk & Grote, 1999, Conde et al., 1998, Kobata ef
al., 1998b, Maugard ef al., 1997, Ohrner et al., 1996, Zaks & Klibanov, 1985) y la
lipasa de Pseudomonas cepacia (Adamczyk et al., 1997, Kobata ef al., 1998b). La
lipasa B de Candida antarctica ha sido utilizada preferentemente debido a que
presenta mejores rendimientos (Ohrner et al., 1996) y mas alta enantioselectividad
(Conde et al., 1997, deCastro & Sinisterra, 1998, deZoete et al., 1993, Ohrner et
al., 1996).

2.2,.3 Capsaicinoides

Los capsaicinoides son los compuestos responsables del sabor picante o
pungente en el chile (Capsicum annuum) (Suzuki & lwai, 1987). Estos compuestos
se sintetizan en las glandulas 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 biolégico de la formacion y
acumulacion de los capsaicinoides en el fruto no ha sido dilucidado, pero se han
propuesto varias hipétesis: 1) es un producto de desecho sin significado bioldgico,
2) es un mecanismo de defensa contra enemigos naturales y, 3) fue creado para
ser usado como antibiético (Garcia et al., 1993). Con el afan de conocer mas
sobre la biosintesis y degradacion de estos compuestos, distintos grupos han
continuado estas investigaciones (Fujiwake et al,, 1982, Johnson & Ravishankar,
1996, Ochoa-Alejo & Ramirez-Malagon, 2001).
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En México se conocen mas de 35 variedades de chiles (Sasian, 1992), los
cuales son consumidos tanto frescos como secos, dando a la comida mexicana su
sazén caracteristico. Algunas variedades como el guajillo "puya” y el de arbol se
utilizan también en la industria alimentaria (Bioquimex Reka S.A. de C.V., por
ejemplo) como materia prima en la extraccién de oleorresinas, obteniendo
colorantes rojos y capsaicinoides (Amaya Guerra et al.,, 1997, Balakrishnan &
Verghese, 1997, Santamaria ef al., 2000).

Los principales capsaicinoides que se encuentran en la oleorresina de los
chiles son la capsaicina o N-Vainilll-8-metil-6-nonenamida® (70%), la
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 mas pungente. La Tabla 1 resume los
principales capsaicinoides y su poder pungente en unidades Scoville®. En esta
tabla, también se presentan ofras estructuras de compuestos pungentes de
naturaleza vainilioide como son: gingerol y shogaol (ambos cetonas de jengibre),
(Pickersgill, 1993), la resinferatoxina (diterpeno relacionado con los forbol-ésteres,
proveniente de la planta cactacea 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 olvanit
(N-vainillil oleamida, en la que el sustituyente graso es el acido oleico), el cual
presenta menor pungencia y ha sido utilizado para analizar las similitudes e
interacciones entre jos sistemas vainilloide y canabinoide (DiMarzo et al., 1998).

La capsaicina, por su cadena lateral hidrofébica, es poco soluble en agua
(0.086 mg/mL tedrico calculado por ACD Labs’; 0.066mg/mL experimental, ambos
a 25°C), y soluble en metanol, etanol, acetona, cloroformo, etc. Su punto de fusion
es de 65°C (Merck Index, 1997).

4 EL nombre cientifico de la capsaicina de acuerdo a la nomenclatura IUPAC es (6E)-N-{4-hidroxi-
3-metoxibencil)-8-metil-6-nonenamida

® Unidades utilizadas para evaluar sensorialmente la pungencia: 15 Unidades Scoville = 1 ppm

"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 C j\NvY 16,000,000

Dihidrocapsaicina 16,000,000
Hob\rﬂk/\/\/\(
H
HyCO o
Nordihidrocapsaicina C W 9,100,000
HO N

H
Homocapsaicina /\/V\/j\ 8,600,000
. o ~
HsCO
Homodihidrocapsaicina i/\/\/\)\ 8,600,000
H0—<\ >/ Y,
H
N-Vainillil nonanamida  HCQ 9.200.000
{capsaicina sintética) M O‘Q/\NJ\/W\/ ’ )
H
Gingerol 80,000
Shogaol 150,000
Piperina 100,000
Resinferatoxina 160,000,000
{dato aproximado)

(Caterina et al., 1997)
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Los capsaicinoides son una herramienta atil en el estudio de la sintesis e
hidrélisis de amidas debido a que su estructura quimica es la base de sus efectos
fisiologicos. Se ha demostrado que modificaciones en la estructura de la
capsaicina repercuten en sus propiedades fisiolégicas y sensoriales. Estos
cambios en sus propiedades y los nuevos avances en el conocimiento de los
receptores vainilloides brindan la posibilidad de disefiar sistemas de evaluacion de

la relacion estructura-funcion para amidas derivadas de la capsaicina.

2.2.3.1 Efecto fisiolégico

La capsaicina genera su efecto picante debido a la liberacion de la
sustancia P? de algunas neuronas sensoriales (nociceptores”) localizadas en la
boca. Este neuropéptido inmediatamente transmite sefiales de dolor al cerebro, el
cual responde liberando endorfinas creando asi un sentimiento de euforia
temporal. El consumo repetido de capsaicina causa analgesia o desensibilizacion
debido a que elimina la sustancia P de los nociceptores, razén por la cual con el
consumo las personas adquieren una mayor tolerancia a la capsaicina (Bear ef al,,
2001). Cuando se aplica como tépico en la piel para tratar dolores, la capsaicina
“dispara rafagas de la sustancia P a través de las fibras C ' ” causando una
sensacion inicial de calor. El repetido uso de la capsaicina también desensibiliza
las terminales nerviosas del cuerpo, por lo que se disminuyen ¢ eliminan
completamente las sefales 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 adiccion temporal y ademas se recupera la sensibilidad. Otras
respuestas del cuerpo hacia la capsaicina son. aumento del flujo sanguineo

 Neuropéptido mensajero que le indica al cerebro acerca del dolor o la inflamacién en la piel.

" Receptores de dolor. Los localizados en la boca, nariz y estomago recibeh el nombre de células
trigeminales.

' Fibras desmielinizadas que transmiten la informacién de dolor y temperatura de 0.5 a 2 m/seg.
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acelerando el metabolismo, incremento en la salivacion y en la velocidad de

transpiracion con el fin de refrescar la boca y el organismo.

2.2.3.2 Caracteristicas estructurales y su relacién con la pungencia

Estructuralmente, los capsaicinoides presentan tres regiones primordiales:
Regién A: el grupo aromético vainilloide; Regién B: el enlace amida y Regién C:
la cadena lateral hidrofobica (Figura 2).

Anlllo Enlace Cadena hldrofoblca
vainilloide .
amida

Figura 2. Estructura de la capsaicina.

Basados en la estructura de la capsaicina, como sustancia pungente mas
potente, Szolcsanyi y Jancso-Gabor (Govindarajan & Sathyanarayana, 1991)
propusieron en 1975, un modelo para el estimulo de los receptores de
capsaicinoides en los nervios sensitivos. La configuracion del receptor mostrado
en la Figura 3, visualiza la unién a 5 sitios de estimulo activo: (1) Unién del atomo
de hidrégeno d el 4 -hidroxilo; (2) u nién d el hidrégeno d el grupo amino en forma
electronegativa debido al alineamiento del grupo 3-metoxilo del anillo aromatico
con el enlace amida, provocando también que, (3) el oxigeno del grupo carbonilo
se una electropositivamente; (4) y (5) se unen las areas apolares (anillo aromatico

y cadena lateral alquilica) mediante fuerzas de Van der Waals.
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Figura 3. Modelo de Jancs6 — Gabor para la union de capsaicinoides a sus
receptores.

Algunos puntos importantes que explica este modelo son los siguientes:

1. La capsaicina, sus homdlogos y otras estructuras analogas que poseen
la estructura 6ptima para unirse a los sitios de estimulo de este receptor modelo,
inducen las 3 respuestas basicas: pungencia, dolor € insensibilizacion,

2. Todas aquellas moléculas andlogas 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 mas cortas o largas o cicloderivados, tienen uniones
debiles con areas apolares (4) y (5), reduciéndose asi el grado de pungencia.

4. Los compuestos que carezcan de uno de los grupos de unién, tendran
poca afinidad por los receptores. 7

Estudios posteriores utilizando analogos como la resinferatoxina (DeVries &
Blumberg, 1989) y antagonistas como la capsazepina (Bevan et al., 1992, Walpole
et al., 1994), han apoyado la existencia de un sitio de union al receptor vainiiloide
que interactua basicamente con los primeros 4 sitios de estimulo identificados en
el receptor modelo (Figura 3).

Por otro lado, las tres regiones de la estructura de los capsaicinoides han
sido estudiadas in vitro con base en consideraciones estructura-funcion obtenidas
de datos de flujo de Ca** en neuronas de espina dorsal de ratas neonatales, lo
cual permite pfedecir 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 vainilloide son indispensables para mantener la estructura-funcién en la
construccién de analogos de capsaicina (Walpole ef al.,, 1993c);

b) El grupo amido de la N-vainillil nonanamida (-CHoNHCO-) y su amida
reversa (-CH2CONH-) son equipotentes, parece haber una longitud 6ptima de un
atomo de carbono entre el anillo vainilloide y el enlace amidé, y el cambio del
enlace amida por otro grupo funcional (éster o N-metilamida) minimizan la
potencia del analogo. Si el cambio se realiza por una tiourea (-CHNHCSNH-) se
obtiene un analogo mucho mas potente (Walpole et al., 1993a).

c) La capsaicina y la dihidrocapsaicina son aproximadamente equipotentes,
sugiriendo que el tamafio total de [a cadena o la hidrofobicidad (0 ambos) son mas
importantes que el doble enlace y que la cadena ramificada (Walpole ef al,
1993b).

En conclusion, las tres regiones estructurales de los capsaicinoides son
muy importantes en la relacion estructura-funcién, sin embargo adn 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 descubrid que los capsaicinoides activan las fibrésA
nerviosas sensoriales a través de un canal idnico denominado recepfor vainifloide
subtipo 1 (VR1) (Caterina ef al., 1997). En este trabajo, Caterina y col. clonaron y
expresaron el receptor de capsaicina a partir de neuronas sensoriales, y aisiaron
el cDNA funcional utilizando un flujo de calcio. Este receptor es un canal idnico no
selectivo, relacionado estructuralmente a la familia de los canales idnicos TRP. El
receptor clonado también es activado por un incremento potencialmente dafiino de

I Transient receptor potential Familia de canales idnicos encontrados en Drosophila. Se ha
encontrado que homologos mamiferos del gen del canal TRP, codifican por 1o menos 20 proteinas
de canales i6nicos. Ellos estan ampliamente distribuidos en tejidos de mamiferos pero aun se
desconocen sus funciones fisiologicas especificas (Clapham et af,, 2001),
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temperatura, sugiriendo que funciona como transductor del estimulo térmico del
dolor in vivo. |

Este receptor es activado por 1a 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 (Ca®") y sodio (Na*) que
despolarizan las fibras neuronales y mandan impulsos nervicsos a través de las
células del ganglio de la raiz dorsal (DRG) en la columna vertebral, hacia el
cerebro (Figura 4). Las temperaturas potencialmente dafiinas al tacto utilizan los
mismos elementos, explicando porqué hay una sensacién de calor al excederse
en el consumo de chile (Clapham, 1997).

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

La capsaicina no sdlo tiene efecto en el receptor vainilloide sino que también
es capaz de inhibir tanto corrientes de K* como de Ca®* (Kuenzi & Dale, 1996), y
especificamente la corriente de Ca®* tipo T (lcar) de céluias espermatogénicas de
ratén (Lépez-Gonzalez, Reyes-Duarte ef al, articulo en preparacion).
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El conocimiento del recepfor vainilfoide 1(VR1) y que los capsaicinoides
también tienen efecto en otro tipo de canales idnicos son sin duda eventos que
apuntan al disefio de métodos mucho més sensibles y exactos para medir la
pungencia, asi como el efecto de los capsaicinoides y sus andlogos en el

organismo.

2.2,.3.4 Cuantificacion sensorial de Ia pungencia

La composicién de la cadena lateral hidrofébica 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 sintoma por el consumo de
la capsaicina, es la sensacion de calor como estimulo de la pungencia o el picor
del chile. Debido a esto, se han desarrollado técnicas sensoriales para la
cuantificacion de los capsaicinoides. Sin embargo, estas técnicas no son de gran
precision a pesar de que representan herramientas importantes para el analisis y
fueron las primeras usadas con este fin (Garcia et al., 1993). La técnica tradicional
y mas conocida es la disefiada 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 evalllan de acuerdo a una escala de unidades Scoville, donde 1 ppm equivale a
15 unidades Scoville, Esta escala se ha correlacionado con analisis realizados en
cromatografia de gases (Todd ef al., 1977) y liquidos de alta resolucion (Batchelor
& Jones, 2000). Sin embargo, este Gltimo método cromatografico se basa en la
longitud de la cadena hidrofébica de los compuestos, lo que limita que nuevos
andlogos modificados en ofra regiéon de la molécula puedan cuantificarse en
pungencia. La técnica de Gillette, que es menos utilizada, consiste en evaluar fa
pungencia mediante un grupo de jueces entrenados, limitados a evaluar solo dos
muestras por sesion. Su correlacion con un método de HPLC es muy alta (r=0.96)
(Garcia et al., 1993, Gillette et al., 1984).
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2.2.3.5 Usos y aplicaciones

Los capsaicinoides 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 fransmision del dolor y promueven el
metabolismo energético.

Las aplicaciones de los capsaicinoides conocidas hasta ahora, son:

+ Como condimentos para carnes frias, mayonesas, aderezos, efc.

¢ En la industria enlatadora de chiles, para mantener un picante constante en
su produccion.

e En la industria tabacalera, ya que proporciona el sabor picante que raspa la
garganta.

e Como ingrediente en algunos shampoos, previniendo la caida del cabello y
fomentando su crecimiento; posiblemente debido a un incremento en la
circulacion sanguinea.

s En repelentes de proteccion personal; [a presentacion es en aereosol (U.S.
Department of Justice, 1994).

¢ Como repelente en productos quimicos en la agricultura; evita que los
animales domésticos los ingieran.

e En alimentos para aves; estos animales no perciben el sabor picante, pero si
las ardillas y otros roedores que pudieran alimentarse de e stos 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
crustaceos se adhieran a los cascos de los barcos.

« En medicamentos contra el dotor (principalmente cancer de boca y artritis,
pero también es usado en lesiones musculares, y neuropatias virales y
diabéticas); el medicamento se consigue en cremas cuyo unico efecto
secundario es ardor en la piel tras aplicarse. La Facultad de Quimica de la
UNAM elaboré recientemente una formulaciéon que salid a laventacon el

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 (Comunicacidn personal con
el Médico Traumatologo J.A. Ruiz Sanchez. Cuernavaca, Morelos).

2.2.3.6 Capsinoides: Compuestos no pungentes analogos 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,
extraidos 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 et al, 1999). Actualmente algunos se sintetizan
mediante una hidrdlisis quimica de la capsaicina y posterior sintesis enzimatica
con alcohol vainillilico (Kobata et al., 2002).

Los capsinoides son estructuralmente similares a los capsaicinoides con la

unica diferencia que los primeros son ésteres. (Tabla 2).

Tabla 2. Estructuras de los capsinoides.

Nombre Estructura
_ HaC
Capsiato ) C OJ\/\/\/\(
HsCOQ o

Dihidrocapsiato
HQ_O\OJ\/\/\/Y
HsC
Nordihidrocapsiato ‘27\ J\ /\/\/L
HO 0

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 liquido aceitoso (como ocurre comunmente con los ésteres).
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Ohnuki y col. han estudiado el efecto fisiolégico de estos compuestos y
descubrieron que promueve el metabolismo energético y suprime la acumulacion
de grasa tal como lo hace la capsaicina, sélo que el capsiato puede administrarse
en mayores dosis sin tener la molestia del efecto picante (Ohnuki ef al., 2001a).
Este mismo grupo de investigacion también ha encontrado que en humanos, su
consumo eleva la temperatura del cuerpo sin marcada transpiracion (Ohnuki ef al.,
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

Industrialmente, las hidrolasas son las enzimas de mayor aplicacién en el
mercado (mas de! 80% en 1996), mientras que las oxidorreductasas sélo ocupan
el 5% (The industrial enzyme market, 1997). Dentro del grupo de las hidrolasas se
encuentran las lipasas, las cuales convencionalmente, catalizan reacciones de
hidrélisis de triacilglicéridos (grasas y aceites) a acidos grasos libres,
monoacilglicéridos, diacilglicéridos y glicerol (Patel et al., 1996). Dentro del
sistema numérico categérico de EC (Enzyme Nomenclature Database, 1999)
estan clasificadas como triacilglicerol lipasas (EC 3.1.1.3) dentro del grupo de las
hidrolasas de ésteres carboxilicos (EC 3.1.1). Estas enzimas son muy importantes
en las areas de tecnologia de alimentos, ciencias nutricionales y farmacéuticas,
industria quimica y de detergentes, y medicina clinica, debido a su habilidad de

catalizar varias reacciones involucrando una amplia gama de sustratos.

2.3.1 Especificidad

Uno de los rasgos caracteristicos de las lipasas es su especificidad. Si bien
son generalmente conocidas por la hidrélisis y sintesis de grasas, presentan
caracteristicas adicionales que se ejemplifican en la Figura 5. Estas propiedades
basicamente consisten en: 1) estereoselectividad (habilidad para actuar sobre un
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determinado enantibmero o diasteromero en una mezcla racémica), como se
ejemplifica con la obtencion del enantidmero R de la mezcla racémica del acido o-
bromopropiénico; 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 sintesis 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 0 mayor reactividad), como se
ejemplifica al utilizar como sustrato la N-metil-glucamina la cual posee un alcohol y
una amina disponible para sintetizar la amida, el éster o ambos (Rozzell, 1999,
Villeneuve & Foglia, 1997), y 4 ) su gran estabilidad para trabajar en medios no
polares o con poco contenido de agua.

Es muy importante resaltar que estas propiedades pueden ser controladas y

dirigidas por el sistema de reaccién (p. €]. solventes, proporciones acido/ base).

l.a amplia investigacion realizada sobre las lipasas a principios de los 90's
dentro del “European Lipase Project”, permite ahora disponer de mayor
informacién sobre la estructura primaria, secundaria y terciaria, la activacion
interfacial, el mecanismo catalitico, y las reacciones que catalizan (Schmid &
Verger, 1998). Los estudios mas recientes se han orientado hacia aplicaciones
mas especificas como son la resoluciéon de mezclas racémicas (Ohrner et al.,
1996), modificacion regioselectiva de moléculas polifuncionales (Adamczyk &
Grote, 1999) y sintesis de moléculas amfifilicas (Maugard et al., 1997). En este
contexto, la literatura empieza a abordar la extension de la actividad lipolitica hacia
la sintesis de amidas, aunque hasta la realizacion de este trabajo, ninguna
hidrélisis de amidas con lipasas habia sido reportada.
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Estereoselectividad: Resolucion del acido o-bromopropidnico para la obtencién del compuesto
optimamente a ctivo ( R)-a-fenoxi-bromopropiénico con 45% d e conversion y 96% de ee* del éster
(Gandhi ef af., 2000). '

Br . ) _
HsC H n-Butanol | ‘\\\\\‘\ , \\\\\ r
Lipasa do HsC COOBu HyC COOH
COOH Candida rugosa
(R) (S)

Regioselectividad: Hidrélisis y sintesis de ésteres utilizando una lipasa (a) 1,3-selectiva o sn-1,3". (b)
Esterificacién con la lipasa pancreética porcina (PPL) obteniendo 83% de rendimiento y 99% de
monoacetato (Schmid & Verger, 1998).

Miristato Acido Miristato Acido Miristato
oleico oleico
(a) 2 — Hidrolisis - 3 _ Hidrélisis.~ 2
1 3 ~ / Sintesis 1 3 /" Sintesis 1 3
Lipasa sn-1,3 Lipasa su-1,3
Oleatc  Oleato Acido Oleato OH Acido OH OH
oleico oleico
AcOQEt
PPL ¢

Quimioselectividad: Sintesis de la amida, el éster o ambos a partir de la N-metil-glucamina (Maugard
et al, 1998b),

o]
CHzo)j\/(’\/);
CH

H O-acil-N-metil-glucamina
CH;0H OH H "NH (éster)
OH OH
H /H
HO ;
OH H Nt M Lipasa B de H OH
CH o Candida
. antarctica CH;0H
H OH Acido graso OH o
N-metil-glucamina H /4
OH H N n
OH !
N-acil-N-metil-glucamina
H OH (amida)

Figura 5. Ejemplos de la selectividad de las lipasas

K El porcentaje de exceso enantiomérico (% ee) da una idea de la pureza 6ptica de un compuesto
(o mezcla racémica) y esta definido como: |(R) — (8)], donde en una mezcla de enantidmeros (R} y
{(S) con compaosicion en moles o fracciones de peso, (R}+(S)=100%.

' sn = Steroespecific numbered. Posicién numerada estereoespecificamente en un triglicérido
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2.3.2 Caracteristicas estructurales

Las lipasas poseen una unica estructura terciaria que expone un sitio
catalitico sélo en presencia de una fase lipidica insoluble (interfase agua-aceite) o
en un medio organico. Esta es una ventaja de las lipasas frente a las esterasas ya
gue las dltimas solo actian con sustratos solubles. La gran estabilidad que
presentan frente a los solventes organicos estd relacionada con sus
caracteristicas estructurales, entre otras la alta proporcion de aminoacidos
hidrofobicos expuestos cuando el sitio activo se vuelve accesible, permitiendo asi
que la region de unidon a la interfase se convierta en una zona significativamente
mas apolar. Otra caracteristica es la orientacion de las cadenas laterales de
dichos aminoacidos en el espacio, permitiendo una mejor interaccién con el
solvente (Schmid & Verger, 1998).

Estructuralmente presentan un plegamiento del tipo «/B-hidrolasa y un sitio
activo formado por serina, histidina y acido aspartico/giutamico. También poseen
un “agujero oxianion” y, en la mayoria de los casos, una “tapa” formada por una
o~hélice mévil que cubre el sitio activo (Figura 6). Este sitio es quimicamente
similar pero estructuralmente diferente al de las serin-proteasas, ya que la cadena
principal que contiene a la serina catalitica se encuentra al revés en las lipasas
(Gandhi ef al., 2000).

La mayoria de las lipasas se caracterizan por presentar un incremento
drastico de actividad cuando actuan en la interfase agua-aceite. A este cambio en
ta actividad enzimatica se le conoce como activacion 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 antarctica es una de las lipasas que no presenta este tipo
de activacion y se comporta mas como esterasa gue como lipasa en medios
acuosos (Martinelle & Hult, 1995). La hélice mévil (a5) de esta enzima, mas que
funcionar como ‘“tapa”, puede verse como parte de la superficie enlazante a
lipidos, sujetando a la lipasa en la interfase aguallipido (Uppenberg ef al., 1995)
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(Cédigos en PDB™ 1LBS y 1LBT). Esta caracteristica posiblemente esta
relacionada con las propiedades que posee la lipasa B para interaccionar con un
mayor nimero de sustratos y que le permite Hlevar a cabo reacciones que otras
lipasas y esterasas no pueden desarrollar tan faciimente.

Figura 6. Estructura de la lipasa de Mucor miehei en su forma expuesta Se
observa la a-hélice mévil que expone el sitio active (rojo) dejandolo accesible para
el sustrato (generalmente triglicéridos) (cadena hidrofébica verde con los atomos
de oxigeno rojos) Fuente: Schmid & Verger, 1998,

2.3.3 Mecanismo catalitico

Las lipasas son similares a las serin-proteasas en su mecanismo catalitico,
y poseen en su sitio activo 3 aminoécidos invariables: la serina, Ia histidina y el
acido aspartico o glutamico, conocidos como la triada catalitica (Brady et al,

™ Protein Data Bank. Pagina en internet: http:/awww rscb orgfpdb/
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1990). El comportamiento catalitico de las lipasas se ajusta a un modelo del tipo
de Ping Pong Bi Bi (Garcia et al., 1992), y quimicamente es similar a una reaccion
de sustitucion nucleofilica bimolecular (Sn2) (Bentley et al., 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 fransferencia de grupos (Segel,
1975).

S1 Py Sz P2
@ ® @ ®
k| 1k Ka| |ks kgl | ks kgl | ks
Ko k_s
E ES, =—— EP, E E'S, =5 EP, E
> * 5"

Figura 7. Representacion esquematica del mecanismo cinético de Ping Pong Bi
Bi. Fuente: Segel, 1975

De acuerdo con el mecanismo molecular (Figura 8) la reaccion comienza
cuando la serina nucleofilica es activada por los residuos histidina y aspartico a
través de enlaces de hidrégeno entre dichos aminoacidos, permitiendo asi 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 oxianion” formado por aminoacidos vecinos. Es
entonces cuando la histidina dona un protdn al grupo saliente (R10-), componente
del primer sustrato produciendo asi un primer producto (alcohol, en este caso) y el
intermediario covalente acil-enzima. En el complejo acil-enzima, el grupo acilo
componente del sustrato esta 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
protdbn donado en la primera etapa y el ion hidroxilo resultante actiia como
nucléofilo, atacando al carbono carbonilo del intermediario covalente acil-enzima.

El sustrato entrante que actGa como nucledfilo, es el que define el tipo de
reaccion que se va a llevar a cabo. Si el segundo sustrato es una amina se realiza
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una aminolisis, si €s el amoniaco es una amoniolisis, si es un sulfhidrilo es una
tidlisis, si es otro alcohol es alcoholisis vy si es un éster es una interesterificacion
(Figura 10) (Patel et al., 1996).

Al realizarse el ataque nucleofilico, se forma de. nuevo el intermediario
tetraédrico estabilizado también por el “agujero oxianidn”. Inmediatamente, el
proton recuperado por la histidina y proveniente del nucledfilo, retorna a la serina
rompiendo el enlace éster entre la serina y el componente acilo, liberando asi el
segundo producto y dejando a la enzima en su estado original.

Primer sustrato 9

Ri~_ . _~C~_ Agujero oxianion
o NN O > R2 0
COO™ ---- HN e\ ----H-0r —_ \)'\N/\.
— NN !
Asp P/\ /
v s Ser H /
Sitio catalitico ™ i , "~ 9/
de la enzima R, 0
. A~ bR
Complejo CO0% ---- HN g SN - H---C:
acil - enzima 7 < 2 >
R1OH ASp Ser
Primer His Intermediario
prodiicto tetrahédrico

Figura 8. Mecanismo molecular de 1as lipasas (12 Parte).
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A

Segundo sustrato O\ R,

N
Co0% -y Xy

oO—0O0

\
< 3_ S H \ °
Asp > CO
H ]
His Ser \‘Q— C|: ~Rr
Complejo P ! ‘ 2
Acil - enzima <Cooe ---- HN ®\N"“H--—O§
Asp Ser

His
Sitio cataliti % Intermediario
ftio catatitico o tetrahédrico

c00° -~~~ H XN----H-Q . i
< — ~. O‘/ ~ R,
Asp Ser  Segundo producto
His
Figura 9. Mecanismo molecular de las lipasas (22 Parte).

Las reacciones catalizadas por las lipasas se llevan a cabo a través del
mecanismo descrito y su desarrolio depende tanto de los sustratos como del

medio de reaccidn utilizados.
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Sintesis e hidroélisis

Sintesis
H.O
i _i_» i
AN oy OHOH T \V)L “OCH,
H,0
Hidrélisis
Transesterificacion
a) Acidélisis
i ) 0 0
//\\’/ OCH3 Rl NP /\‘\./ILOH e f\\//\ \) I\OCH;:, + 7 \)‘\OH
'b) Alcohdlisis
o)

c) Intercambio de ésteres o interesterificacion

J.J\ /\/\)o L j 1
" "0CH; ¢ OCHCH; ~ ™ " “OCH,CH; * A OCH,

d) Tidlisis

0 O
/\/IJ\-OCH3 + CHCH,8H @——— /\/[ksCHzcﬂa + CH;0H

Amonidlisis

0 0O
/\/!‘kocﬂa + NH; ——— /\)I\Nﬂz + CH3;0H

Amindlisis
(o] . 0

/’\/’Loc,.,3 * CHyCHNH—> " “Snuen,oH, + CHaOH

Figura 10. Reacciones de sintesis, hidrdlisis, transesterificacién, amindlisis y
amonidlisis catalizadas por lipasas.
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2.4 Aspectos importantes en Ia sintesis de amidas catalizada por lipasas

La seleccidon de los donadores de acilo, el tipo de nucledfilo, la
desproteccion de las aminas y el efecto de los solventes en las reacciones de
sintesis e hidrolisis catalizadas por lipasas son factores que deben ser
considerados y que pueden ser determinantes en el mejor desarrolio de las

mismas.

2.4.1 Donadores de acilos

La especificidad de las lipasas hacia las cadenas de los grupos donadores
de acilos (acidos grasos o triglicéridos) es generalmente hacia grupos grandes e
hidrofébicos (Pleiss et al,, 1998). Por lo general, se han utilizado acidos grasos
con longitudes de cadena desde 8 hasta 18 carbonos, siendo el acido oleico por el
que mayor preferencia existe.

En reacciones de transesterificacion con lipasas, los acidos grasos
activados han demostrado ser mejores donadores de acilos que los acidos grasos
fibres (Hacking et al,, 1998, Plou et al.,, 1999), debido a que el alcohol es mejor
grupo saliente que el agua. En reacciones de sintesis de amidas, Gotor y col.
(2000) encontraron que la velocidad de reaccion de amindlisis catalizada por
lipasas, es mayor utilizando ésteres activados como donadores de acilos que
utilizando acidos grasos libres. Sin embargo, contrario a lo que ocurre con los
ésteres, los ésteres de vinilo provocan una reaccion espontanea de amindlisis, por
lo que se prefieren ios ésteres metilico o etilico como grupos activadores (Gotor,
V. Comunicaciéon personal).

Adicionalmente, los ésteres de acidos grasos poseen ciertas caracteristicas
que los hacen mas atractivos que los acidos grasos libres, en especial para las
reacciones catalizadas por lipasas (Bloomer ef al., 1992, Kanasawud et al., 1992).
Algunas de ellas son:

» Mayor termoestabilidad de los ésteres comparada contra la de los

acidos grasos libres.
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> Uso de temperaturas de reaccidén bajas sin utilizar solventes debido al
bajo punto de fusion de los ésteres etilicos.

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

> No se produce agua durante la reaccion.

Rendon y col. (2001) estudiaron las reacciones de glicerdlisis” y observaron
un efecto que podria extrapolarse al uso'de esteres como donadores de acilos.
Los autores detectaron que los mono- y diglicéridos obtenidos provenian tanto de
reacciones de hidrolisis y sintesis como de glicerélisis. Al iniciar la reaccién con
trioleina y glicerol, observaron una hidrélisis inicial de la trioleina en acido oleico,
mono Yy diglicéridos. Al ocurrir esto, la actividad de agua (ay) del sistema disminuia
(debido a que el agua se consumia en la reaccién de hidrédlisis) y comenzaba la
sintesis utilizando el glicerol como aceptor y formando mas mono y diglicéridos. La
explicacién es la siguiente: inicialmente existia una cantidad de agua suficiente en
el sistema para competir como sustrato y llevar a cabo la hidrolisis.
Posteriormente, al tener acidos grasos libres y glicerol, se llevaria a cabo la
sintesis o esterificacion. Estas reacciones de hidrolisis y sintesis podrian ocurrir
tambien al utilizar ésteres como donadores de acilo bajo condiciones no

controladas de ay,.

2.4.2 Sustituyentes no acilados (nucledfilos): aminas, alcoholes y otros

compuestos

Ohrner y col. (1996) estudiaron la resolucidn cinética de aminas y tioles
analogos de dos alcoholes secundarios (2-octanol y 1-feniletanol), catalizadas por
la lipasa B de Candida antarctica. Ellos encontraron que la enantioselectividad
para acilar los compuestos R es independiente del nucledfilo, es decir, las amidas,
tioesteres y ésteres formados eran de los enantiomeros R. Este grupo de

" Reacciones de esterificacion de glicerol partiende de triglicéridos para obtener mono- vy

diglicéridos especificos.
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investigacion también encontré que la naturaleza del nucledfilo afecta la velocidad
inicial de sintesis de los compuestos: la velocidad de formacién de las amidas era
mayor que la de los tioésteres pero mucho menor que la de los ésteres.
Explicando lo anterior, hacen mencién que en una reaccion no enzimatica deberia
ser mayor la velocidad de sintesis de la amida, sin embargo analizando el
mecanismo enzimatico de la reaccidn se encuentra la diferencia en la velocidad de
transferencia del protén del nucledfilo al residuo histidina en el sitio activo durante
el atague nucleofilico al complejo acil-enzima (revisar la Figura 9). Esta velocidad
parece ser menor para la amina neutra que posee una mas alta constante de
disociactén que la de su correspondiente alcohol, y que concordaria con las
menores velocidades de reaccion observadas para las aminas comparadas contra
sus alcoholes andlogos 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
antarctica e s igual hacia una molécula de alcohol, cuando éste es usado como
nucledfilo en la reaccién, 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 rigido, y acepta sélo el enantibmero R, Esta regla
se esquematiza en la Figura 11. La experiencia ha demostrado que la regla es
altamente predictiva para la resolucion de los alcoholes secundarios, pero menos
exacta para las reacciones catalizadas por lipasas con alcoholes primarios y con
acidos. Recientemente, el modelo de Kazlauskas se corroboré con evidencia
cristalografica (Grochulski ef al., 1994). Por otra parte, se ha demostrado que la
preferencia sobre un enantiomerc especifico, podria estar cinéticamente
influenciada por la velocidad con la que la enzima pasa del intermediario
tetraédrico a su estado original. Esta velocidad esta controlada por la energia de
conformacién del enantiomero y es predecible para alcoholes secundarios pero no

para los primarios (Zuegg ef af., 1997).
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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 enantidmero R. Para los alcoholes primarios y para
los:acidos la regla no es totalmente predicitiva.

Maugard y col. (1998c) también han reportado reacciones catalizadas con la lipasa
B de Candida antarctica, donde el nucleéfilo es una glucamina y observaron que el
gran volumen de esta amina no impide la sintesis con acidos grasos (reaccion
mostrada en la Figura 5), Estos mismos autores utilizaron al aminoalcohol N-
metilglucamina para la reaccion de sintesis quimoselectiva entre amidas y ésteres
variando las condiciones acido-base de la reaccién y demostraron que en un
medio acido se favorece la esterificacion y en uno basico, la amidacion. Ellos
proponen que en el medio acido el grupo amino es protonado imposibilitando su
ataque al complejo acil-enzima y favoreciendo la esterificacion, mientras que si el
medio es basico, el grupo amino es mas reactivo y se favorece la amidacién
(Maugard et al., 1997).

En el caso de sintesis de ésteres con la lipasa B de Candida antarctica, la
transesterificacion y la sintesis de triglicéridos (Cerdan et al., 1998, Huang & Akoh,
1996) también se llevan a cabo con muy buenos rendimientos, lo que indica que la
lipasa B de Candida antarctica presenta una gran flexiblidad para trabajar con
susiratos de diferente tamario y reactividad.
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2.4.3 Aplicacion de aminas terciarias no reactivas para la desproteccion de

grupos funcionales y sus efectos

Una de las estrategias cominmente utilizada en la sintesis organica para
evitar reacciones laterales es la proteccion de grupos reactivos. Los intermediarios
y productos contienen por lo general un sinnimero de grupos funcionales, la
mayoria de ios cuales debe protegerse y en el momento adecuado de la reaccion
de sintesis, liberarse. Existe un amplio intervalo de grupos protectores disponibles
para cada grupo funcional y la eleccidn o combinacién correcta de ellos es un
factor importante para lograr el éxito de la reaccién. Los grupos protectores se
identifican por su forma de retirarse, es decir, pueden ser hidrolizados con acidos,
bases, por enzimas, reducciones, oxidaciones o con ayuda de sales de metales
pesados. Los mas comunes para proteccion de alcoholes, tioles, aminas y acidos
carboxilicos son: Boc (fert-butiloxicarbonil), Adoc (adamantiloxicarbonil), Cbhz
{benciloxicarbonil), MOZ (p-metoxi-benciloxicarbonil) y Fmoc
(fluoroenilmetoxicarbonil). Los primeros son del tipo susceptible o labil a acidos y
el ultimo, ampliamente utilizado para la proteccion de grupos amino, es del tipo
susceptible a bases. El compuesto Fmoc es usado como parte de la técnica
estandard en la sintesis de péptidos en fase sélida y en solucién para bloguear el
N-terminal. Para la sintesis de oligonucleétidos, frecuentemente se utiliza el DMTO
(éter dimetoxitritil) que es labil a acidos, para proteger los grupos hidroxilos y una
amida labil a bases para proteger los grupos fosfato (Schelhaas & Waldmann,
1996).

Por ofro lado, hay grupos funcionales que requieren protegerse pero no con
la finalidad de dirigir una reaccién o evitar reacciones laterales, sino para evitar su
descomposicion. Este es el caso de algunas aminas muy reactivas que pueden
sufrir carbonatacion con CO,. Estas aminas son “protegidas” formando una sal,
generalmente d e clorhidrato (HCl). P ropiamente, a lasal no se le puede |lamar
“grupo protector” debido a que su liberacién es mucho mas sencilla: la adiciéon de
una amina terciaria basica fuerte no reactiva, como la N,N-diisopropiletilamina
(DIPEA), la trietilamina (TEA) o la N-metilmorfolina (NMM) (Bailen et al., 2000, Han
et al,, 1997, Orain et al., 2002), sustrae el clorhidrato, y desplaza €l equilibrio hacia
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la amina primaria, liberandola y quedando la amina terciaria en forma de sal. Sin
embargo, la adicién de algunas bases organicas no reactivas no sélo sirve para la
desproteccion de grupos funcionales sino también se ha demostrado que pueden
influir en las reacciones enzimaticas desarrolladas en solventes organicos. Por
ejemplo, Parker y col. (1998) reportaron que la adicion de trietilamina al medio de
reaccion (n-hexano, tolueno o acetonitrilo), incrementa drasticamente la
enantioselectividad y actividad catalitica de la lipasa B de Candida antarctica, ain
utilizando solventes organicos saturados con agua. Otros ejemplos incluidos en la
revisibn de Theil (2000), reafirman la influencia de la ftrietlamina en la
enantioselectividad d e reacciones d e sintesis e n diferentes s olventes orgéanicos,
catalizadas por pancreatina y otras lipasas de Mucor sp., Candida cilindracea,
Pseudomonas cepacia y principalmente Candida antarctica.

Otro caso interesante de la influencia de la trietilamina es en la potenciacion
de la acilacion regioselectiva de derivados de monosacaridos utilizando
pancreatina o la esterasa de Rhodosporium en tetrahidrofurano (Theil, 2000).

En la hidrélisis de ésteres, 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
Triton X-100, el cual incrementa la selectividad de la lipasa de Candida cilindracea
sobre ésteres alquilicos del acido transcrisantémico (Bashkar et al., 1994), y el
cloruro de potasio, que incrementa la actividad de la proteasa subtilisina en
solventes organicos (Khmelnitsky et al., 1994).

Las sales de amonio también han mostrado un aumento en la
enantioselectividad y en la velocidad de reaccidon para la resolucion cinética de
ciclohexenoles con diceteno, catalizada por la lipasa B de Candida antarctica
(Novozym 435) en dioxano (Theil, 2000).

En los casos mencionados anteriormente, los autores coinciden en que
mantener una a,, definida y constante en las reacciones de sintesis catalizadas por
lipasas en solventes organicos es crucial para el buen desarrollo de las
reacciones. También sefialan que, la adicion de hidratos de sales puede conservar
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las condiciones optimas de la reaccion manteniendo la a, constante e
incrementando la velocidad de reaccion (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 formacion de pares idnicos con impurezas
acidas. Si este es el caso, la adicidbn de aminas terciarias tiene dos funciones
claras: remocion de trazas de acidos y modulacion de la a,, (Theil, 2000).

Finalmente es posible concluir que existen ventajas en el uso de aditivos en
las reacciones de sintesis catalizadas por lipasas, derivadas ya sea de la
proteccion/desproteccion de grupos o del efecto en las propiedades del medio de
reaccion. En ambos casos, se colabora al mejoramiento del desempefio catalitico
de las enzimas. Sin embargo, siempre es importante evaluar claramente el efecto
de los aditivos directo sobre la enzima y sobre la reaccién enzimatica. Aun existen
aditivos, como la DIPEA, de los cuales se desconoce si presentan alguna

influencia sobre las reacciones enzimaticas.

2.4.4 Solventes

Numerosos estudios realizados desde mediados de los 80°s, han revelado
que el uso de solventes organicos en la tecnologia enzimatica incrementa su
poder de aplicacion. Ademas 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 ta “memoria de pH” (la actividad catalitica de la enzima
es dependiente del pH de la ultima solucion 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 organicos). En particular, el solvente afecta
y en ocasiones invierte la selectividad enzimatica, tanto de sustratos como
productos, y la estereo-, regio- y quimioselectividad (Carrea & Riva, 2000,
Kiibanov, 2001). Entre otras ventajas, el uso de solventes organicos brinda Ia
capacidad para solubilizar sustratos o productos hidrofébicos permitiendo una mas
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facil recuperacién, mantiene el equilibrio termodinamico favoreciendo la sintesis
sobre la hidrdlisis y se evitan las reacciones laterales dependientes de agua.

Aln asi, el agua es necesaria y juega un papel muy importante en las
reacciones enzimaticas desarrolladas en solventes, puesto que el agua que se
encuentra unida a la enzima es esencial. Los solventes polares tienden a
secuesirar el agua esencial de la enzima, por o que solventes hidrofébicos como
el n-hexano, son los mas usados. Si la reaccién produce agua (como en las
esterificaciones) por io general, se ha observado un decremento en el equilibrio de
conversion y en la actividad enzimética, ademéas de la disminucién en la
estabilidad de la enzima (Mensah ef al,, 1998). Se han desarrollado diferentes
métodos para controlar el agua disponible (ay) en las reacciones de esterificacion,
como son: evaporacion, pervaporacion, adsorcion (silica gel, alumina, zeolitas),
tamices moleculares, resinas de intercambio idnico (Mensah ef al.,, 1998) y la
adicion de hidratos de sales, como se mencioné en la seccién 1.1.3.

Los solventes comunmente utilizados en las reacciones de amonidlisis y
amindlisis (Tabla 3) van desde hidrofobicos hasta polares, pasando por mezclas
de solventes y uso de cosolventes.

Tabla 3. Solventes utilizados en las reacciones de amindlisis y amoniodlisis

Solvente Referencia

n-Hexano (Maugard et al, 1997, Maugard et al.,
1998¢, Zaks & Kiibanov, 1985)

Diisopropil-éter (Chamorro et al, 1995, Conde ef al,
1997, Conde et al., 1998)

Dioxano (Gotor, 2000, Valerio-Alfaro et al., 2000),
Grote, 1999)
Acetona (Zaks & Klibanov, 1985)
(deZoete et al, 1993, deZoete et al,
tert-Butanol 1996, Hacking et al., 1998, Sheldon & van

Rantwiik, 1999).

2-Metil-2-butanol (Maugard et al, 1997, Maugard et al,
(alcohol terf-amilico) 1998c)
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Por otro lado, la enantioselectividad ha sido uno de los temas mas
estudiados en la sintesis catalizada por lipasas dehido a su potencial de aplicacion
para la sintesis quimica. Existen estudios como el de Ottosson y col. (2002) donde
utilizando diferentes solventes demuestra que la enantioselectividad de !a lipasa B
de Candida antarctica puede incrementarse al cambiar el tipo de solvente. La gran
mayoria de los estudios utilizan un solo solvente y determinados compuestos de
importancia quimica, como son los ejemplos mencionados anteriormente al hacer
referencia a los solventes mas usados. En estos estudios las conversiones
obtenidas varian entre 40 y 95%, pero sus enantioselectividades coinciden
siempre en valores por arriba del 90%.

Por otro lado, 1a regio- y quimioseiectividad influenciadas por los solventes
estan siendo un nuevo motivo de interés. Se ha observado que la lipasa de
Pseudomonas cepacia cataliza prefencialmente la esterificacion en uno de los
grupos hidroxilos de una molécula aromatica (Rubio ef al.,, 1991) o bien en los de
un azucar {MacManus & Vulfson, 1997), 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 sintesis de diglicéridos catalizada por la lipasa Lipozyme y obtuvieron
dos perfiles diferentes de regioisdmeros de dioleina en funcién de la composicién
del solvente: el isémero de dioleina 1,2 se favorecié al incrementar la proporcion
de 2-metil-2-butanol en n-hexano y el 1,3 se sintetizd 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 basicamente
entre grupos aminos € hidroxilos (Ebert et al., 1996, Tawaki & Klibanov, 1993).
Como sefialan Wescott & Klibanov (1994), curiosamente la guimioselectividad de
una enzima en solventes organicos sigue generalmente una tendencia contraria a
la de una reaccion no catalizada y correlaciona fuertemente con el parametro de
formacion de puentes de hidrégeno del solvente: la amidacién se favorece en
aquellos altamente propensos a formar puentes de hidrodgeno. La Figura 12
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muestra la dependencia de la quimioselectividad con el parametro de formacion de
puentes de hidrégeno del solvente para la reaccién de monobutirilacion de N-
a~benzoil-L-lisinol catalizada por la lipasa de Pseudomonas sp. En esta figura se
observa gue la N-acilacién se ve mas favorecida en terf-butanol que en 1,2-
dicloroetano. Este analisis se realizd midiendo la relacion de eficiencias cataliticas

de formacién del éster sobre la formacion de la amida, [kcﬂy i ) / (kcrﬂ/ , )
K, o K, N

en distintos soiventes (Wescott & Klibanov, 1994). Los mismos autores sugieren
una explicaciéon para este efecto: cuando un grupo nucleofilico participa en un
enlace de hidrégeno con el solvente, el grupo nucleofilico no puede atacar al
complejo acil-enzima, provocando que la reaccion no se favorezca. Debido a que
los grupos hidroxilos son mejores donadores que los grupos amino para formar
puentes de hidrégeno, su habilidad para actuar como nucledfilos es menor que la
de las aminas cuando el medio de reaccion es un solvente capaz de formar

puentes de hidrégeno.
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Figura 12. Dependencia de la quimioselectividad con el parametro de formacion
de puentes de hidrégeno en la reaccion con N-a-benzoil-L-lisinol, analizada a
través de la relacidn de eficiencias cataliticas de formacidn del éster sobre la
formacién de la amida. Solventes: (a) 1,2-dicloroetano, (b) cloroformo, (c)
diclorometano, (d) nitrobenceno, (e) acetonitrilo, (f) acetato de fert-butilo, (9)
dioxano, (h) éter metilico de feri-butilo, (i) tetrahidrofurano, (j) piridina, (k) alcohol
fert-amilico, y (l) tert-butanol. Fuente: Wescott & Klibanov, 1994,
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Estos antecedentes demuestran que los solventes organicos, ademas de
las ventajas ya conocidas, presentan un gran potencial para la manipulacion de la
enantio- y regioselectividad de las reacciones enzimaticas catalizadas por lipasas.
Sin embargo, poco se ha estudiado sobre los efectos en el equilibrio
termodinamico y en los cambios en la conversion de la sintesis de amidas y

ésteres.
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3 JUSTIFICACION

Desde hace dos décadas, gracias a Ila amplia vertiente de conocimientos
sobre las enzimas en cuanto a la relacion estructura-funcion y al control
termodinamico  mediante la  seleccion de solventes organicos, las
biotransformaciones se han convertido en una alternativa viable a la sintesis
quimica para la produccion de especialidades quimicas y compuestos opticamente
activos.

Dentro del amplio numero de grupos enzimaticos existentes, las lipasas, a
diferencia de otras enzimas, son muy estables en solventes organicos no polares y
pueden aceptar un amplio nimero de sustratos de diferentes tamafios vy
caracteristicas estereoquimicas, o que les permite una gran versatilidad para
realizar reacciones como hidrolisis de ésteres, esterificacion, transesterificacion,
tidlisis, acidolisis, aminodlisis y amonidlisis.

En particular la literatura cientifica es muy abundante en aspectos
relacionados con las lipasas, tales como produccion y purificacion, determinacion
de estructura, mecanismo catalitico, estabilidad, hidrolisis y sintesis de grasas y
aceites, aplicaciones industriales y en sintesis organica, entre otras. Sin embargo,
existen areas de investigacidon menos desarrolladas dentro del estudio de las
lipasas, como es su capacidad para la hidrolisis y sintesis de amidas. Las
reacciones de hidrélisis de amidas, a diferencia de la hidrolisis de ésteres, no son
comunmente catalizadas por lipasas y hasta donde se sabe, no existen reportes
en la literatura que involucren la caracterizacion de estas reacciones. Por ofro
lado, las reacciones de sintesis de amidas catalizadas por lipasas presentan un
gran potencial para [a produccion de amidas de acidos grasos, cuyo interés se
centra en sus propiedades lubricantes y tensoactivas.

Por ofra parte, otros compuestos con usos potenciales en la industria
alimentaria y farmacéutica son los capsaicinoides. Estructuralmente, los
capsaicinoides e stan formados por un anillo vainilloide y un acido graso unidos
mediante un enlace amido. Como se mencioné anteriormente, son los compuestos
responsables de la pungencia en los chiles y, ademas de sus propiedades
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organolépticas, son bloqueadores de la transmision del dolor (desensibilizan) y
promueven el metabolismo energético. Una de las aplicaciones modernas de los
capsaicinoides se centra en medicamentos para artritis y céncer de boca, sin
embargo una limitante para su uso es gue producen reacciones secundarias como
irritacion y ardor en la piel. Seria 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
gue las modificaciones en la molécula de la capsaicina, p. €j., los compuestos
analogos en donde [a s ustifucion d el e nlace amida por otro tipo de enlace o el
cambio en la longitud del acido graso, pueden alterar los efectos fisiolégicos y
posiblemente organclépticos de la capsaicina.

Si bien algunos compuestos analogos de la capsaicina se encuentran
naturalmente en ciertas variedades de pimientos, su abundancia es limitada y
podrian sintetizarse enzimaticamente a partir de la capsaicina. Estos compuestos
actualmente se sintetizan en varias etapas secuenciales quimicas y enzimaticas
que involucran etapas intermedias de recuperacion y purificacion, Estas etapas
podrian ser eliminadas si la reaccion de sintesis se realiza enzimaticamente en un
mismo sistema.

Altn cuando se conoce que las lipasas catalizan reacciones de sintesis de
amidas eficientemente, el estudio de estas reacciones se ha enfocado,
primordialmente, hacia la enantio- y regioselectividad en solventes organicos. El
amplio conocimiento de las reacciones de sintesis de ésteres catalizada por
lipasas, funge como herramienta para el estudio de la sintesis de amidas y
proporciona informacion utii sobre el comportamiento de las lipasas en los medios
de reaccion que son mas adecuados para las reacciones de sintesis, como son los
solventes organicos. El efecto del solvente en la velocidad de reaccién, en la
conversion y en fa quimioselectividad, asi como el aceptor de acilo (amina o
alcohol), y el efecto de la “desproteccion” de los grupos amino, son parametros
importantes que podrian ser explotados para el mejoramiento de las reacciones
enzimaticas de sintesis 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 sintesis e hidrélisis de amidas catalizadas por lipasas tomando
como modelo a la capsaicina y, por otra parte, sintetizar enzimaticamente
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 sintesis e hidrdlisis de amidas catalizadas por ia

lipasa B de Candida antarctica.
Especificos:
+ Contribuir al estudio de la especificidad de las lipasas en la sinfesis e
hidrolisis de amidas, analizando su selectividad por las aminas, tomando
como referencia la sintesis e hidrélisis de ésteres,

¢ Caracterizar cinéticamente la reaccién de hidrélisis de capsaicina.

o Caracterizar las reacciones de sintesis de los derivados de capsaicina, en
términos de su conversion y velocidad de sintesis.

¢ Analizar el efecto del solvente en la sintesis de amidas y ésteres.

o Estudiar el efecto de los sustituyentes del anillo vainilloide en la sintesis de

amidas y ésteres.

e Realizar reacciones de sintesis de amidas y ésteres andlogos a la

capsaicina.

¢ Analizar el efecto pungente de los compuestos analogos a la capsaicina

sintetizados enzimaticamente.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Estrategia experimental

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

Reacciones de hidrélisis
de la capsaicina

v

Barrido de enzimas
Proteasas y amidasas
lipasas y esterasas

v
Cloroformo:Agua Etanol:Agua Aqua
(1:1) (15:85) gu
v
Seleccitn de la mejor Reacciones de sintesis
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Figura 13. Estrategia experimental del trabajo

La parte fina! del trabajo consistid 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 analizé fisioldgicamente y se compard con el producto
de hidrolisis de la capsaicina, la vainiliinamina, y con la capsaicina.
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5.2 Materiales

La capsaicina (98% y 60%), dihidrocapsaicina (90%), acido oleico, N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA), bencilamina y alcohol bencilico se adquirieron de
Sigma Chemical Co. (MO, USA). E! clorhidrato de vainillilamina
(vainillinaminasHCI), alcohol vainillilico y el tamiz molecular (5A, perlas, 8-12 mesh)
se obtuvieron de Aldrich (Wi, USA). El cloroformo, etanol (99%) y 2-metil-2-butanol
(2M2B) se adquirieron de J.T. Baker (Edo. de M éxico, M éxico). E! 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 antarctica, inmovilizada en resina acrilica) y Novozym
677 BG obsequiadas por Novo Nordisk (Esparfia); 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); o-Quimotripsina de Sigma
Chemical Co. (MO, USA) y Papaina de Ultrapapaina (Colima, México). El soporte
lL.ewattit E de la lipasa B de Candida antarctica inmovilizada (Novozym 435) fue
obsequiado por el grupo del Dr. Ballesteros (Inst. Catalisis, CSIC, Espafia).

5.3 Cuantificacion de vainillinamina, compuestos vainilloides y compuestos

bencilicos

5.3.1 Preparacion de las muestras

Las muestras de las reacciones de hidrdlisis catalizadas por diferentes
enzimas, se analizaron por Cromatografia en Capa Fina (CCF) sin ningin
tratamiento previo. También se analizaron por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion (HPLC). Antes de este andlisis se filtraron con membranas de 0.45 um
o se centrifugaron, inyectando sélo el sobrenadante. Las muestras de las
reacciones de sintesis se evaporaron por ebullicion y se solubilizaron en metanol
justo antes de analizarse por HPLC o CCF, Para analizarias por HPLC se requirio
filtrar con membranas para solventes CR PTFE de 0.45 um o centrifugar la

muestra para eliminar los residuos de preparacion enzimatica (p.€j. el soporte).
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5.3.2 Técnica de CCF

Se desarrollaron tres eluyentes (fases méviles) de CCF para la deteccion de
sustratos y productos, y para el seguimiento de las reacciones enzimaticas. En
todos los casos se utilizo la técnica de elucién ascendente unidimensional y como
fase estacionaria, las placas ALUGRAM SIL G/UVys4 con silica Gel 60 de 10 x 10
cm, y espesor de 0.25 mm, Macherey-Nagel.

Eluyentes A, By C

El eluyente A se utiliz6 para analizar la reacciéon de hidrélisis de capsaicina.
Los eluyentes B y C se usaron para analizar la sintesis de los productos
vainilloides y bencilicos derivados del acido oleico, respectivamente.

Eluyente A: Acetonitrilo/acido acético acuoso al 1% (40:60) v/v.

Eluyente B: n-Hexano/éter con 0.5% de acido acético (35:65) viv.

Eluyente C. n-Hexano/éter con 0.5% de acido acético (75:25) viv.

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

prepar6 calentando a ebullicion durante 3 h una mezcla de 100 g de tungstato de
sodio, 750 mL de agua, 20 g de acido fosfomolibdico y 50 mL de acido fosférico al
85%. Después de enfriar a temperatura ambiente, se diluyé a 1 L con agua (Yuste
et al, 1979).

Revelador para_compuestos vainilloides y_bencilicos. Revelador azul de

cobre. Mezcla de la solucion A y la solucion B (50/50, v/v). Sol. A. Acetato de
cobre (285 mM, o 5.7 ¢/100 mL agua). Sol. B. Ac. fosforico al 85%. Este
revelador también detecta capsaicinoides.

Revelador para vainillinamina: a) Ninhidrina. Presenta un color amarillo
intenso, tal como ocurre con el imino acido prolina (Hames et al., 1997).

Los valores de frente relativo® (Ry) obtenidos para cada compuesto se
presentan en las Tablas 4 y 5.

° El frente relativo de un compuesto se calcula utilizando la siguiente formula:

_ Distancia recorrida por el compuesto
Distancia recorrida por la fase mévil
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Tabla 4. Factor Ry de vainilloides, eluyente A.

Compuesto

Ry

Alcohol vainillilico
Vainillinamina
Capsaicina
Dihidrocapsaicina
Nordihidrocapsaicina

Capsiato

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 Ry de compuestos vainilloides y bencilicos derivados del
acido oleico, eluyentes By C,

Compuestos Eluyente B Eluyente C
N-vainillit oleamida 0.29 -
Oleato de vainillilo 0.6 -

Benciloleamida - 0.18
Oleato de bencilo - 042
Ac. oleico 0.76 0.29
Oleato de metilo 0.88 0.74

5.3.3 Técnica de HPLC

Técnica A

Se utilizd un equipo de cromatografia de liquidos de alta resolucién Waters
con detector UV a 280 nm y una columna pBondapak Cis (3.9x300 mm) o
Supelcosil Cqg(4.6x250 mm) a temperatura ambiente.

Fase movil: Acetonitrilo/acido acético acuoso al 1% de acido acético (40:60)
viv, flujo 1.5 mL/min, volumen de inyeccién 20 pul (Hoffman ef al., 1983).

Estandares: Capsaicina con 98% y 60% de pureza, dihidrocapsaicina al
90%. Los tiempos de retencién 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 Cig
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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 retencién de capsaicinoides en HPLC, técnica A.

Capsaicinoides (Caps.) Tr (min)
Vainillinamina (Vanam) 7.00 (£0.35)
Nordihidrocapsaicina (NDC) 10.49 (20.52)
Capsaicina (C) 11.45 (£0.57)
Dihidrocapsaicina (DC) 17.13 (£0.86)
Homocapsaicina (HC) 18.31 (£0.95)

Técnica B

Se usé un equipo de cromatografia Waters con detector de arreglo de
diodos ( PDA, P hoto Diode Array) Waters utilizando un barrido de longitudes de
onda de 195 a 300 nm con una resolucién de 1.2 nm. Los derivados de
compuestos vainilloides se detectaron a 280 nm, los bencilicos a 256 nm y ambos
a 208 nm. Las columnas cromatograficas 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 bencilicos®. Ambas requirieron
precolumna.

Fase_movil; Se utilizé un gradiente metanol-agua (50:50,viv a 100% de
metanol) con flujo de 1 mL/min, volumen de inyeccién 25 plL y temperatura de
45°C. El agua contenia 0.1% de acido trifluoroacético.

En la Tabla 7 se presenta el gradiente desarrollado para el analisis de los
nuevos compuestos obtenidos en este proyecto. Los tiempos de retencion

obtenidos se resumen en fas Tablas 8 y 9.

P En la columna Spherisorb (tamaiio de particula homogénea) la amida bencilica se retenia el
mismo tiempo que el acido oleico, y a la amida vainilloide le ocurria algo similar en la columna
Supelcosil {tamafic de particula heterogénea), por lo que fue necesaric utilizar distintas columnas
en cada caso.
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Tempo || e | %AMOIOL% |15 (reton
Inicio 1.00 50.0 50.0
550 1.00 500 500
7.50 1.00 300 70.0
8 50 100 30.0 70.0
12.00 1.00 0.0 100.0
20.00 1.00 0.0 100.0
24.00 1.00 50.0 500
30.00 1.00 50.0 500

Tabla 8. Tiempos de retencion en HPLC, técnica B, columna Spherisorb.

Compuestos Tr {min) Deteccion (nm)
Alcohol vainillilico 335+ 017 280
Vainillinamina 421021 280
Nordihidrocapsaicina 1498 £0.75 280, 208
Capsaicina 15142076 280, 208
Dihidrocapsaicina 161208 280, 208
Homedihidrocapsaicina 1645+ 082 280, 208
Homocapsaicina 17.05 + 0.85 280, 208
Capsiato 17 86 +0.89 280, 208
N-vainillil cleamida 19.39+ 092 280, 208
Ac. oleico 1993£0.98 208
Oleato de vainillilo 204 +102 280, 208
Qleato de metilo 215+107 208
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Tabla 9. Tiempos de retencién en HPLC, técnica B, columna Supelcosil Cqs.

Compuestos Tr {min) Deteccién (nm}
Alcohol bencilico 35%017 254
Bencilamina 4312021 254
N-Benciloleamida 1845+ 092 254, 208
Ac. Oleico 18.85 £ 0.94 208
Qleato de bencilo 19.08 £ 096 254, 208

5.4 Metodologia de la hidrélisis de capsaicina

5.4.1 Reaccion enzimatica

Se ensayaron distintas condiciones de reaccién simultaneamente probando
varias enzimas, tanto proteoliticas como lipoliticas. En todos los casos la
concentracidon de capsaicina (98%) total fue de 1 mg/mL de reaccién (3.27 mM) y
45°C, a excepcion de las enzimas Penicilino acilasa, tripsina y quimotripsina que

se utilizaron a 37°C para evitar su inactivacion.

5.4.2 Medios de reaccion

Se utilizaron 3 diferentes medios de reaccion:

a) Mezcla cloroformo - agua

El medio de reaccion era bifasico (1:1, viv), donde la capsaicina se
encontraba soluble en cloroformo.

b) Mezcla etanol - agua

El medio de reaccion era homogéneo y la capsaicina estaba soluble en |a
fase.

c¢) Sistema acuoso

El sistema agua-capsaicina era un medio bifasico. A temperatura mayor de
45°C la capsaicina se encuentra en forma de aceite y, por lo tanto, formé dos

fases: una acuosa y una lipidica.
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5.4.3 Determinacién de parametros cinéticos

Se determinaron los parametros cinéticos para la lipasa B de Candida
antarctica en la reaccion de hidrdlisis a 70°C en el sistema acuoso.

Se midié la velocidad inicial de la reaccidn de hidrdlisis para diferentes
concentraciones de sustrato, usando tres concentraciones de enzima inmovilizada
(6, 12 y 18 mg/mL de reaccion). Se tomaron alicuotas de la reaccién a intervalos
regulares sin extraer la enzima inmovilizada, y se depositaron en frio con la
finalidad de detener la reaccion. La velocidad se calculd midiendo la aparicion de
producto (vainillinamina) por la técnica B de HPLC. La reacciéon se detenia
separando la enzima inmovilizada y poniendo la muestra en ebullicion por 5 min.
Posteriormente la K, y K, se calcularon a partir de la ecuacion de Lineweaver-
Burk.

5.5 Metodologia de la sintesis de amidas y ésteres vainilloides y bencilicos

5.5.1 Reacciones enziméticas

La enzima utilizada en todas las reacciones fue la lipasa B de Candida
antarctica inmovilizada (20 mg/mL, 1 mg de enzima por umol de sustratos). Las
reacciones se llevaron a cabo en viales de 10 mL con un volumen de 5 mbL de
solvente, agitacion magnética y temperatura de 45°C. La concentracion 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
midio con la técnica de titulacién Karl Fisher en un titulador Metrohm KF 758/B10.

La sintesis de capsiato a partir de capsaicina se desarrolld utilizando
concentraciones equimolares de alcohol vainillilico y capsaicina de 10 y 27 mM, en
2M2B y n-hexano, 55°C y la lipasa B de Candida antarctica inmovilizada (1 mg
enzima por pmol de sustratos).

Las muestras de 0.10 mL se evaporaron por ebuliicién 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

(vainillinaminasHCI), los sustratos se agregaron simultaneamente.
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5.5.2 Reaccion de liberacién de vainillinamina de su derivado en forma de

sal.

La amina terciaria, DIPEA, se agreg6 a la reaccidn de sintesis de N-vainillil
oleamida con el fin de sustraer el clorhidrato de [a vainillinamina y liberar el grupo
amino de la vainillinamina. Para estudiar el efecto de la concentracion de la amina
terciaria en la reaccién, se llevaron a cabo reacciones con diferentes excesos
molares de DIPEA, con respecto a la vainillinamina. Las proporciones ufilizadas
fueron 1:1, 1.3, 1:6, 1:12, 1:18, de vainilinamina-HC| y DIPEA, respectivamente.
La concentracion inicial de vainillinamina y acido oleico fue de 20 mM. Las
velocidades iniciales se obtuvieron cuantificando la aparicidon de producto por
HPLC (técnica B). Con el fin de estudiar también el efecto de las dos reacciones
(liberacidon de la amina y sintesis del N-vainillil oleamida) por separado, la mezcla
de vainillinamina«HCI y DIPEA se preincubd antes de adicionar el acido 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 analizé a través de las reacciones d escritas a
continuacion,

a) Vainillinamina libre con un exceso molar de 12 veces de DIPEA (240 mM),

b) Vainillinamina libre sin DIPEA,

¢} Vainilinamina en forma de clorhidrato con un exceso molar de 12 veces de
DIPEA y preincubacién de 30 minutos, y

d} Vainillinamina en forma de clorhidrato con un exceso molar de 12 veces de
DIPEA sin preincubacion.

En tfodos los casos se utilizaron concentraciones equimolares de
vainillinamina y acido oleico, bajo las condiciones mencionadas en el apartado
4 4.1. La vainillinamina libre se obtuvo mediante el siguiente procedimiento: a una
solucion 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 solucién 2M
de NaOH. El sdlido blanco obtenido de vainillinamina libre se colectd filtrando por
succion y se lavé con agua. Posteriormente se deshidraté con P,Os en un
desecador con vacio (Kaga ef al., 1989). En caso de que la vainillinamina libre no
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haya precipitado, se puede hacer una extraccién con cloroformo y posteriormente

recuperarla evaporando el cloroformo.

5.6 Produccién y recuperacion de los nuevos compuestos.

Para sintetizar suficiente cantidad de las amidas y ésteres reportados en
este trabajo, se mantuvieron las mismas condiciones de temperatura y
preparacion de solventes mencionadas en el apartado 4.4.1 y 20 mM de sustratos,
pero en volimenes de 100 mL en frascos sellados herméticamente en posicion
horizontal y con agitacién giratoria. El e quipo utilizado fue el Hybridizer HB-100
(Laboratory Products UVP). Posteriormente en un primer paso de recuperacion se
decanté el solvente, separandolo de la enzima. Por evaporacion y centrifugacion
en frio (-9°C en la centrifuga Eppendorf 5810R) se lograron obtener los productos
con una pureza relativa (90%) necesaria para analizarlos por 'H-RMN,
espectroscopia infrarroja (IR) y espectroscopia de masas (MS) y utilizarlos como
estandares. Los andlisis de "H-RMN y espectroscopia de masas se realizaron en
el Instituto de Quimica, UNAM vy los espectros de infrarrojo en la Facultad de
Quimica de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Identificacion de los compuestos en los espectros obtenidos a través
del detector de arreglo de diodos (PDA)

El analisis de los sustratos y productos se lievé a cabo en un detector de
arreglo de diodos (PDA) con la técnica B de HPLC descrita en Materiales y
Meétodos. la interpretacién de los contornos topograficos de absorcidn de
ultravioleta® de los productos obtenidos se realizé basandose en los contornos
topograficos de absorcion de los sustratos (vainillinamina y alcohol vainillilico). Los
compuestos vainilloides tienen dos maximos de absorcion, a 280 y 208 nm, y
presentan un minimo entre 253 y 255 nm (253 para el alcohol y sus derivados, y
255 para la amina y sus derivados). La absorcion minima es constante y siempre
aparece en ese intervalo. El acido oleico, asi como la mayoria de los acidos
grasos con uno o mas dobles enlaces, puede detectarse entre 206 y 210 nm: la
Optima obtenida fue 208 nm. En la Figura 14" se observa el analisis cromatografico
de los compuestos vainilloides. En el panel A se aprecia la vision de contornos
topograficos que muestran 1os maximos y el minimo de absorcion. Utilizando el
gradiente agua-metanol (técnica B) y con fase reversa, las amidas se detectan a
menores tiempos de retencion que sus ésteres analogos. Por otro lado, los acidos
grasos libres se detectan antes que su correspondiente éster de metilo y éste
antes que el éster de etilo. Un ejemplo es el acido oleico, el oleato de metilo y el
oleato de etilo cuyos tiempos de retencidén 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 mas polares {(Prado-Flores &

9 La visién d e contornos topograficos d e absorcién de ultravioleta es equivalente a un perfil de
absorcion de ultravioleta (o espectro} cbservado desde arriba. ,

" Las Figuras 14 y 15 son compilaciones de los estandares de los distintos compuestos realizadas
con el fin de explicar la interpretacion de contornos topograficos y cromatogramas
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Covarrubias-Herrrera, 1996). En los paneles B y C de la Figura 14 se muestra ei
perfil de los compuestos vainilloides con deteccion a longitudes de onda fijas, con
el gradiente de elucién de la técnica B. Los tiempos de retencion de la Figura 14
corresponden a 10s compuestos presentados en la Tabla 8.
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Figura 14. Analisis cromatogréfico de compuestos vainilioides. A) Visidn de
contornos topograficos, 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
topograficos, tos espectros de absorcion de los compuestos bencilicos también
presentan maximos de absorcién a 256 y 208 nm, y un minimo a 238 nm. De fa
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misma forma que con los compuestos vainilloides, esta lectura es constante y
clave para identificar los productos de reaccion. En el panel B de la misma figura,
se observa el cromatograma de los compuestos bencilicos detectados a una
longitud de onda fija de 256 nm y comparado con el gradiente de elucién reportado

enla Tabla 7.
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Figura 15. Andlisis cromatografico de compuestos bencilicos. A) Vision de
contornos topograficos. B) Cromatograma de elucién a 256 nm.

Los minimos de absorcion de ultravioleta de un compuesto especifico es
una caracteristica que lo define y lo distingue de posibles subproductos de
reaccion que contengan alguno de los sustratos. Un ejemplo de un subproducto es
el que forma el alcohol bencilico con algin aditivo desconocido de la preparacion
enzimatica de Novozym 435 disponible al desintegrarse el soporte por la agitacién
magnética. Este subproducto presenta los maximos a 256 y 208, como un
producto de reaccién normal, sin embargo, su minimo es cercano a los 218 nm y
es muy diferente a los derivados bencilicos amida y éster.
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El analisis de los sustratos y productos de las reacciones de sintesis es de
gran valor en este trabajo. El andlisis de los contornos topograficos de absorcidon
de ultravioleta obtenidos por deteccién de arreglo de diodos son una herramienta
muy util en la identificacién de compuestos pero es indispensable y de gran
importancia una interpretacion adecuada de los mismos.

6.2 Hidrolisis enzimatica de capsaicina

La capsaicina es una amida con caracteristicas pungentes y de gran
importancia en la industria alimentaria y farmacéutica. Por ser una amida, la
capsaicina es una molécula interesante p ara utilizarse como modelo d e e studio
para la modificacidon enzimatica de amidas. Ademas, las modificaciones realizadas
a la molécula de capsaicina podrian provocar cambios en sus propiedades
electrofisioldgicas (Walpole et al, 1993abc) y organolépticas. La modificacion
enzimatica mas viable es sobre el enlace amida, debido a que podria ser
susceptible a hidrolisis enzimatica. Las enzimas utilizadas para catalizar Ia
reaccidn propuesta de la hidrdlisis de la capsaicina mostrada en la Fig. 16, fueron
seleccionadas por su capacidad para hidrolizar el grupo amido (proteasas vy

amidasas) y para reconocer sustratos grasos (lipasas y esterasas).
H.O

HaCQ 0 |

Capsaicina

HsCQ

0
HO~©/\NH2 + HOJVV\/Y

Vainillinamina Acido 8-metil-nonanenoico

Figura 16. Reaccion enzimatica propuesta para la hidrolisis 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 Papaina; b) lipasas y esterasas:
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Greasex, Lipozyme, Lipasa B de Candida antarctica inmovilizada (Novozym 435),
Novozym 677 BG, Lipase F, Esterasa 001. Los medios de reaccion se
seleccionaron tratando de hacer disponible a la capsaicina para las diferentes
enzimas. Las lipasas a diferencia de otras enzimas, prefieren los medios bifasicos
donde se forma una interfase hidrofébica-hidrofilica entre el sustrato y el medio de
reaccion (Pleiss et al., 1998).

No se observaron productos de hidrélisis con las enzimas probadas en el
medio A (cloroformo-agua), atn 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
Unica enzima que presenté hidrdlisis, sin embargo soélo resultd ser del 6% después
de 24 hrs. La presencia de etanol permitié que la capsaicina se solubilizara en la
fase pero simultaneamente, podria estar afectando la estabilidad de las enzimas,
resuitando en una baja conversion. Tanto el cloroformo como el etanol presentes
en los medio A y B podrian afectar la actividad de las enzimas utilizadas, ya que
ambos tienden a desnaturalizar a las proteinas (The Columbia Encyclopedia,
1995, Khmelnitsky ef al., 1991). En el medio C (agua — capsaicina), varias
enzimas, principalmente lipasas, catalizaron la reaccién de hidrdlisis. Estos
resultados se muestran en la Tabla 10. La lipasa inmovilizada Novozym 433
presentd la mayor conversion (30%) después de 24 hrs. El éxito del medio de
reaccion acuoso pudo deberse a que a 45°C la capsaicina se funde®, formandose
una bifase hidrofobica-hidrofilica con el agua. Aunado a esto, la enzima Novozym
435 esta inmovilizada en un soporte hidrofdbico que permite una mayor
interaccion de la lipasa con el sustrato. En la Figura 17 se observa una
comparacion de la actividad hidrolitica de la lipasa Novozym 435 analizada por
CCF sobre la capsaicina en los tres medios de reaccion. De la misma manera, las
conversiones de las reacciones anteriores analizadas por HPLC se presentan en
la Tabla 11.

* El punto de fusién de la capsaicina pura es 85°C, sin embargo al disminuir su pureza, p. ¢j. en
presencia de agua, su punto de fusidén disminuye.,
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Tabla 10. Conversion de capsaicina en agua.

Enzimas % ..
Conversion *

Lipasas

Novozyme 677 BG 03

Lipasa F 1

Esterasa Diversa 001 8

Novozym 435 30
Proteasas

Tripsina 0.05

Penicilino acilasa 0.1

* Todas las enzimas se ensayaron a 45°C, excepto la tripsina y
quimotripsina que se probaron a 37°C en buffer Tris 02 M pH 8 y de
fosfatos 0.1 M pH 7.8, respectivamente

Figura 17. Cromatografia en placa fina de la hidrdlisis de capsaicina catalizada
por la lipasa B de Candida antarctica (Novozym 435). Estandares de A)
vainillinamina 98% y B) capsaicina 98%. Reacciones en la fase cloroformo
después de C) O h, D) 3 h, E) 24 h. Reacciones en el medio etanol-agua despues
de F) 0 h, G) 3 h, H) 24 h. Reacciones en la fase acuosa después de ) O h, J) 3 h,
K) 24 h.
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Tabla 11. Conversién de capsaicina en 3 medios de reaccidn utilizando
la lipasa B de Candida antarctica (Novozym 435), analizadas por HPLC.

Medio de reaccion % Conversion

Ch 3h 24 h
Medio A: CHCla/H:0 - - -

Medio B: Etanol/H>0 - 1 6
Medio C: H,O - 6 30
- : No detectado.

Con el fin de analizar el efecto de 1a temperatura y alcanzar el puntode
fusion de la capsaicina (65°C), e incrementar la velocidad de reaccidn, se
optimizaron las condiciones de reaccidn para el sistema acuoso, cambiando de 45
a 70°C. Se selecciono la lipasa B de Candida antarctica (Novozym 435) para
continuar el estudio cinético de la hidrolisis de la capsaicina, por presentar el mejor
rendimiento, soportar temperaturas elevadas (arriba de 70°C es rapidamente
inactivada, Arroyo et al., 1999) y por encontrarse muy disponible comercialmente.
En la Figura 18 se observa el seguimiento de 1a reaccion de hidrdlisis a 45y 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
conversidén maxima de 70%, correspondiendo a un equilibrio de conversiéon debido
a que al agregar enzima fresca no hubo cambios en la concentracién del producto.

Con el fin de descartar que la enzima inmovilizada Novozym 435 estuviera
contaminada con alguna proteasa que llevara a cabo la hidrélisis de la capsaicina,
se midid la actividad proteolitica. El sustrato utilizado fue la caseina. Los
resultados demostraron que no hay presencia de ninguna proteasa en la
preparacion enzimatica de Novozym 435. También se analizé si el soporte en si
pudiera estar catalizando la reaccidn de hidrdlisis, por lo gue se llevdé a cabo una
reaccién bajo las mismas condiciones pero utilizando el soporte Lewattit E. En
este caso no se observd producto de hidrolisis de la capsaicina. Ambos resultados
confirman que la lipasa B de Candida antarctica cataliza la reacciéon de hidrolisis

de la capsaicina.
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Figura 18. Reaccion de hidrolisis de capsaicina catalizada por Novozym 435 en
fase acuosa a 45 (@)y70°C (M ).

Posteriormente se analizé 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
l.ineweaver-Burk: i=—1—+[-{<—&](}—), obteniendo una K, de 1.4 mM para |la

; max O\ Vmax AS
capsaicina y una actividad especifica (K;) de 22.5 nmol/h-mg de enzima
inmovilizada Novozym 435 (Figura 20). La hidrodlisis 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 sélo 4 veces mayoi’ (82 nmol/h-
mg enzima inmovilizada) para la sintesis del éster metilico del acido oleico en n-
hexano a 45°C (medicién de actividad de referencia utilizada en el laboratorio).
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Figura 19. Cinética modelo Michaelis-Menten de la reaccion de hidréiisis de
capsaicina.
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Figura 20. Constantes cinéticas de la reaccién de hidrélisis de capsaicina.

Con estos resultados, se demuestra por primera vez que la hidrélisis de
capsaicina, una amida, catalizada por lipasas es posible. El articulo publicado con
estos resultados del trabajo se encuentra en la seccién 10.2.

Por otro lado, se aplico la técnica de hidrdlisis de capsaicina en extractos de
oleorresina de chile guajillo “puya” obteniéndose también vainiliinamina como
producto. Esta reaccion fue analizada cualitativamente en CCF.
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6.3 Eleccidon de aminas a utilizar para la sintesis de amidas

La amina modelo de nuestro estudio es la vainillinamina (grupo vanilloide
comun a todos los capsaicinoides). Con base en esta amina y con el objetivo de
estudiar el efecto de los sustituyentes del anillo en la sintesis enzimatica de
amidas, seleccionamos una amina similar: la bencilamina.

La actividad natural de las lipasas es la hidrolisis de ésteres por lo que en la
literatura existen estudios muy completos sobre la sintesis en solventes organicos,
mismos que podrian ser un apoyo comparativo para estudiar la sintesis de
amidas. Por ello incluimos en nuestro estudio a los alcoholes analogos de la
vainillinamina y de la bencilamina, es decir el alcohol vainillilico y el alcohol
bengilico. Las estructuras de estos compuestos se presentan en la Figura 21.

HsCQO HaCO
1404<j>/‘\|\11-12 HO—OOH ®/\NH2 Q/\OH

Vainillinamina Alcohol vainillilico Bencilamina Alcohol bengilico

Figura 21. Aminas y alcoholes andlogos seleccionados para efectuar estudios
comparativos de sintesis de amidas y ésteres.

La vainillinamina, a diferencia de la bencilamina, es un aminoalcohol. Esta
caracteristica le daria la posibilidad de formar con el grupo acilo una amida, un
éster o ambos, tanto quimica como enzimaticamente. El alcohol vainillilico también
poseeria esta caracteristica para formar dos ésteres. Para corroborar esto, se
llevaron a cabo dos experimentos: A) una reaccion con vainillinamina«HCl y sin
DIPEA, donde el grupo amino continua protegido como sal; B) una reaccién con
guaiacol, un sustrato similar al grupo vainilloide (Figura 22). En ambas reacciones
se adiciono acido oleico v la lipasa B de Candida antarctica (Novozym 435).
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B) CHs
O
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Figura 22. Posibles reacciones de esterificaciéon en el alcohol fendlico.

No se observd reaccidén 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 fenélico para formar el éster correspondiente, una
reaccion 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 fendlico. Esto lo atribuyen en parte a una posible
inactivacién de la enzima glucosidasa, pero principalmente a que los sustratos
fendlicos son significativamente peores nucledfilos que los alcoholes alifaticos y la

enzima no es capaz de utilizarlos para la catalisis.
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6.4 Grupos donadores de acilo

La eleccién del donador de acilo se realizé utilizando la sintesis de N-vainillil
oleamida como modelo. L as primeras reacciones de sintesis de este trabajo se
llevaron a cabo con concentraciones equimolares de vainillinamina«HCl, DIPEA vy
el éster metilico del 4cido oleico en n-hexano deshidratado. La reacciéon esperada
catalizada por la lipasa B de Candida antarctica con la vainillinamina era la sintesis
de N-vainillil oleamida (olvanil} por medio de una amindlisis, donde el nucledfilo
atacante debiera ser la amina de la vainillinamina y el grupo saliente, el aicoho! del
éster de metilo. Sin embargo, en los cromatogramas de la reaccién a diferentes
tiempos (Figura 23) se observa una hidrélisis inicial del éster metilico en metanol y
acido oleico, y una sintesis posterior del acido oleico con la amina. La
concentracién de agua en el n-hexano deshidratado d eterminada con el e quipo
Karl Fisher fue de 0.03% equivalente a 16 mM. Como este solvente es muy
hidrofébico (log P = 3.5)", se podria considerar que el agua presente se encuentra
casi totalmente disponible para la reaccion., Considerando que la concentracion de
los sustratos utilizados es de 20 mM, la cantidad de agua en este medio parece
ser suficiente para competir como nucledfilo en la reaccion por 1o que la enzima
cataliza inicialmente la hidrélisis del éster. Cuando la cantidad de agua disminuye,
la reaccidén de sintesis de la amida comienza. Sin embargo en este caso, la
sintesis realmente comienza al finalizar la reaccion de hidrolisis del oleato de
metilo. Este comportamiento se rige por un equilibrio termodinamico el cual se
desplaza hacia la sintesis cuando la cantidad de agua disponible disminuye. Un
comportamiento similar es el reportado por Rendon y col. (2001) en reacciones de
glicerdlisis catalizadas con lipasas. Ellos demostraron que con una a, de 0.23
equivalente a 0.025% de agua en su sistema, utilizando n-hexano como solvente,
la reaccidn inicial es una hidrolisis del triglicérido en diglicérido y acido graso libre,

y una posterior sintesis de monoglicéridos con glicerol y el acido graso.

' El término log P es un parametro comunmente utilizado para estimar la hidrofobicidad de un
solvente. Se basa enlaparticidon de un componente {en este caso, el solvente) en un sistema
bifasico 1-octanclfagua (Wescott & Kiibanov, 1994).
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Simulténeamente con la reaccién de sintesis, también se logra catalizar la

glicerdlisis.

Absorbancia
-
[~)
<

Oleato de metilo

t=3h

Vainillinamina

Ac. oléico

Olvanil

L.

Olvanil
”L‘fc_déico\_

—r———
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15.00

e e s
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Figura 23. Cromatogramas de HPLC del seguimiento de la reaccién de sintesis de
N-vainillil oleamida (olvanil)."

Al comparar esta reaccion con ofra utilizando acido oleico libre, se observé

que fa conversidon de sintesis de olvanil proveniente del oleato de metilo esta

retrasada por 3 horas con respecto a la proveniente del acido oleico libre. Aun asi,

ambas alcanzan la misma conversion final (10%).

Los anteriores resultados dieron la pauta para continuar el trabajo utilizando

el acido oleico libre debido a que en la reaccidn de sintesis de olvanil, bajo las

! Estos cromatogramas se obtuvieron utilizando la técnica B de HPLC con tiempos de elucion més

largos.
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condiciones utilizadas, no se encontré ningln efecto positivo al trabajar con el

éster metilico como via de activacion del acido.

6.5 Sintesis enzimatica de N-vainillil oleamida

La reaccidn propuesta para la sintesis de N-vainillil oleamida se presenta en
la Figura 24.

HaCO

HO—G/\NHZ HCl >~N>/ — N?fl + HO@/\NHz

Clorhidrato de Vainillinamina Vainillinamina

DIPEA
HaCQ o
Acido oleico )J\/\/\/ —
Lipasa B de H ﬁ
Candida antarctica N-Vainillil oleamida (olvanil)

Figura 24. Reaccion propuesta para la desproteccion de la vainillinamina y la
sintesis de olvanil.

La primera parte de la reaccion consiste en liberar la amina de su derivado
en forma de sal. En esta reaccién hay un equilibrio entre la vainillinamina libre y su
clorhidrato. La vainillinamina libre queda disponible para la segunda etapa: la
reaccion con el &cido oleico catalizada por la lipasa para sintetizar olvanil.

6.5.1 Liberacion de vainillinamina de su derivado en forma de sal

Cuando se utilizaron concentraciones equimolares de vainillinaminasHCI y
DIPEA, se obtuvieron bajas velocidades de reaccidn. Sin embargo, al adicionar un
exceso de amina terciaria en la reaccion en n-hexano, la velocidad se incrementd
considerablemente. Este efecto se cuantificé utilizando diferentes relaciones de
DIPEA/vainillinaminasHCI, como se observa en la Figura 25. Estos resultados se
pueden explicar con base en el hecho de que a mayor concentracion inicial de
DIPEA, mayor velocidad de liberacién de vainillinamina, que queda disponible
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para reaccionar en la reacciébn enzimatica. Mas aun, cuando el n-hexano se
sustituye por un solvente mas polar como el 2-metil-2-butanol (2M2B, log P = 1.4),
se observa un incremento de 10 veces en la velocidad de reaccidon (Figura 25).
Este efecto cinético esta relacionado con el incremento en la polaridad del
solvente, el cual permite una mayor solubilidad de vainillinamina libre vy
vainillinamina-HCI en 2M2B. De hecho, al cuantificar la solubilidad de la
vainillinamina«HCI en n-hexano y en 2M2B a 45°C en soluciones saturadas, se
encontré que estas eran 0.04 mM y 1.5 mM, respectivamente. El mismo efecto ha
sido previamente reportado para la sintesis de azlcares esterificados catalizada
por lipasas utilizando 2M2B y adicionando dimetilsulféxido (DMSO, log P = -1.3)
(Plou ef al,, 2002). En este caso se solubiliza méas sustrato al incrementar la

polaridad del solvente, lo cual resulta en un aumento de la velocidad de reaccion.

0.4~ 6 0+
£ n-Hexano )
S 03 S 454 2-Metit-2-butano!
E 3
© ©
3 021 ‘5 30
= £
2 01 B 15
0 ol [ ki R . 0ol ki Ee ek
20 B0 120 240 360 20 ] 120 240 360

mii DIPEA mi DIPEA

Figura 25. Velocidades iniciales de la sintesis de olvanil con diferentes
concentraciones de DIPEAY en dos solventes.

Al seguir la evolucion de la reaccion de sintesis por periodos largos, se
observa un efecto del solvente y de la concentracion de DIPEA también en la
conversion total. Estos resultados se reportan en la Figura 26, donde puede
constatarse que reacciones equimolares de DIPEA/vainillinamina«HCI alcanzan 10
y 65% de conversidn en n-hexano y 2M2B, respectivamente, pero cuando la
DIPEA esta en exceso, la conversion al equilibrio alcanza 60 y 28%. Las mayores
conversiones en 2M2B, pueden atribuirse a la mayor solubilidad del producto, N-

¥ Las reacciones se realizaron como se describe en la seccion 4.4 2.
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vainillil oleamida, en el solvente mas polar: mientras mayor es ia solubilidad de un
producto en un solvente dado, mas bajo es su coeficiente de actividad
termodinamica, favoreciendo la acumulacion 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-Perez & Otero, 2001).
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Figura 26. Conversiones de vainillinamina a olvanil en 2M2B (circulos) y en n-
hexano (triangulos) con proporciones de DIPEA/vainillinamina de 1:1 (simbolos
vacios) y 18:1 (simbolos llenos).

Al analizar el efecto de las dos reacciones (liberacién de la amina y sintesis
del N-vainillil oleamida) por separado en 2M2B, se encontré que para mejorar las
velocidades iniciales es posible preincubar la mezcla de reaccion antes de iniciar
la sintesis. Como se observa en la Figura 27, con un tiempo minimo de 30 min. de
incubacion se logra liberar la vainillinamina de su clorhidrato e incrementar Ia
velocidad inicial de reaccion. La velocidad inicial observada sin tiempo de
preincubacién no presenta variacion significativa con la obtenida a los 3 min.
Tiempos de preincubacidon mayores no tienen efecto pues las diferencias en la
velocidad inicial no son significativas, demostrando que se alcanza un equilibrio
entre la vainillinaminasHCI y la vainillinamina libre. EI mismo comportamiento se
observo variando la concentracion de DIPEA.
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Figura 27. Efecto del tiempo de preincubacion y la concentracion de DIPEA en la
liberacion de la vainiliinamina.

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 seccion 4.4.2 de Materiales y Métodos. La sintesis directa de
olvanil se realizé utilizando vainillinamina libre obtenida quimicamente y acido
oleico. Es importante sefialar que la sintesis de olvanil sin enzima es despreciable
segln se pudo concluir después de 120 horas de seguir la reaccién control. Como
se observa en la Figura 28, no hay diferencias significativas en la velocidad inicial
cuando la sintesis de olvanil se lleva a cabo partiendo de la vainillinamina libre en
presencia o en ausencia de DIPEA (123 y 13 mM/h, respectivamente), asi como
cuando la vainillinamina.HCl 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 reaccién anterior, cuando no se aplica tiempo de preincubacion, la reaccion se
desarrolla 2 una menor velocidad (4.4 mM/h), de forma que la vainillinamina libre
debe liberarse antes para que la reaccidn enzimatica 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 [as
velocidades iniciales de la sintesis de olvanil a partir de vainillinamina libre en n-
hexano y en 2M2B utilizando 6.2 mM de vainillinamina.HCl y acido 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 habia observado mas marcado al utilizar la amina
protegida, donde el paso limitante era la liberacién de la amina, sin embargo se

observa el mismo efecto al utilizar la amina libre.
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Figura 28. Sintesis de olvanil en 2M2B utilizando vainillinamina libre con (4A) y sin
(A) exceso de DIPEA, y vainillinamina«HC| con (O) y sin (@) preincubacion.

Con los resultados anteriores se puede concluir que si bien la sintesis de la
amida a partir de la vainillinamina libre procede a una alta velocidad, la reaccion
esta limitada por la velocidad de liberacidon de la amina de su clorhidrato. La
liberacién de |a vainillinamina también e s dependiente de | as ¢ aracteristicas d el
solvente utilizado y del tiempo de preincubacién. También es importante notar que
la DIPEA no afecta en la actividad de Novozym 435. Estos resultados se

encuentran en una publicacién aceptada, que se incluye en la seccién 10.1.

6.6 Sintesis enzimatica de oleato de vainillilo

La sintesis del éster analogo a ia N-vainillil oleamida no requirié de etapas
previas de desproteccion y sblo se rigié por la actividad de la enzima y el efecto de
la potaridad del solvente. La sintesis se desarrolld directamente entre el alcohol
vainillilico y el acido oleico, en n-hexano y en 2M2B. Cabe mencionar que las
lipasas, tipicamente, se desarrollan mejor en solventes no polares. Los resultados
muestran que la velocidad inicial es ligeramente mayor en n-hexano (15.9 mM/h)
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que en 2M2B (13.2 mM/h). 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 sintesis del éster.

EnlaFigura 29 se observa que la conversion a oleato de vainillloen n-
hexano alcanza casi el 100%, mientras que en 2M2B sdlo alcanza el 75%. En este
caso, contrario a lo obtenido con la N-vainillil oleamida, [a mayor conversién se
alcanza en el solvente méas hidrofébico. Esto hace suponer que un solvente polar
favorece la acumulacion de las amidas y un solvente hidrofébico la acumulacién
de los ésteres.
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Figura 29, Reaccion de sintesis de oleato de vainillilo en 2M2B (@) y en n-hexano

().

Por otro lado, los analisis de espectrometria de masas de los productos
vainilloides, la N-vainillil oleamida y el oleato de vainillilo, presentaron espectros de
fragmentacion muy similares mostrando un ion molecular de 418 m/z. El espectro
de masas de la N-vainillit oleamida realizado con el método FAB" se presenta en
la Figura 30. El perfil de fragmentacion del compuesto se analizé ¢como reporta
Smith (1999) y muestra que su ion molecular es el fragmento 417 m/z 0 418 m/z

¥ Fast atom bombardment.
m/z = Masa expresada en daltones sobre la carga del atomo.
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protonado y el de mayor abundancia es el fragmento 154 m/z. Al analizar la
mezcla de reaccidn de la sintesis de N-vainillif oleamida se confirmé que soélo se
obtenia el producto monoacilado, es decir la amida debido a que se observa el ion
molecular de 417 m/z No se obtuvo ningun producto diacilado, como se confirma
al no aparecer en el espectro de la mezcla de reaccion un ion molecular de 682
m/z (espectro no presentado). Con estos resultados, los obtenidos por "H-RMN

(no presentados), vy y
vainillinaminasHCI donde no hubo productos, se confirmd que el alcohol fendiico

las reacciones realizadas con el guaiacol la

de la vainillinamina o del alcohol vainiililico no es reactivo para la sintesis
catalizada con lipasas. Este alcohol no participa en la reaccion, por lo que es

incapaz de formar el éster y sélo se obtiene un producto Gnico, fa N-vainillil

oleamida (olvanil) o el oleato de vainillilo, seguin sea el caso.
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Los espectros de espectrometria infrarroja de la N-vainillil oleamida y del
oleato de vainillilo se presentan en la Figura 31, donde en el panel A la absorcion
a 1645 cm™ sefiala el enlace amida en el products N-vainillil oleamida y en &l
panel B la sefial 2 1711 cm™ muestra el enlace éster del oleato de vainillilo. En el
panel A se observa también una sefial fuerte a 3407 .1 cm™ que indica una
absorcién del grupo —OH que proviene del solvente (metanol) en que se

encontraba la muestra y que no fue completamente eliminado.
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6.7 Sintesis enzimatica de N-benciloleamida y oleato de bencilo

Retomando el objetivo de estudiar el efecto de los sustituyentes del anillo
en la sintesis enzimatica de amidas y compararia con la sintesis de ésteres, a
continuacion se presentan las reacciones de sintesis utilizando la bencilamina y su
alcohol anélogo, el alcohol bencflico.

Las reacciones propuestas de sintesis de N-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 desproteccidn preliminares. Con
el fin de hacer un estudio comparativo se utilizaron las mismas condiciones de
temperatura y congentracion de sustratos y enzima que para las reacciones de

sintesis de N-vainillil oleamida y oleato de vainillilo.

(/—\,-/\'N H,
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+ HOJJ\ e T T L T T
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Alcohol bencilico
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Candida antarctica N-Benciloleamida
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Estenftcacién‘ ( \ ”A\OJL\//\//\\ T e e
Lipasa B de _

Candida antarctica Oleato de bencilo

Figura 32. Reacciones propuestas para la sintesis de N-benciloleamida y de
oleato de bencilo.

Como se observa en la Figura 33, el producto de la reaccion de amidacion,
la N-benciloleamida se obtuvo tanto en n-hexano como en 2M2B mientras que el
de la esterificacion, el oleato de bencilo, sélo en n-hexano. En 2M2B no se detectd
sintesis d e oleato de bencilo. La velocidad inicial de amidacién es mayorenn-
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hexano (10.4 mM/h) que en 2M2B (4.3 mM/h), aunque su conversion al equilibrio

es mayor en 2M2B (aprox. 98%) que en n-hexano (75%).
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Figura 33. Reacciones de sintesis de N-benciloleamida (circulos) y oleato de
bencilo (cuadros) en 2M2B (simbolos llenos) y en n-hexano (simbolos vacios).

Por otro lado, la velocidad inicial de la reaccién de esterificacién es de 8.7
mM/h en n-hexano, aicanzando una conversion de 50%. Esta velocidad es menor
que la de formacion de su amida andloga en el mismo solvente, I0 que reafirmaria
gue el solvente es capaz de favorecer o no la velocidad de reaccion determinada.
La baja conversidn podria explicarse con la aparicion de un subproducto de
reaccién formado por una interaccién del alcohol bencilico con la preparacion
enzimatica cuando ésta es destruida al ser molida durante la reaccién con el
agitador magnético. Al utilizar un equipo como el Hybridyzer HP en el cual la
agitacion es mecanica y puede operar a temperaturas controiadaé, la aparicion del
compuesto disminuye en gran medida.

6.8 Analisis comparativo de la sintesis enzimatica de amidas y de ésteres

Haciendo un analisis global de las.reacciones de sintesis de amidas y de
ésteres vainilloides y bencilicos, se observa que el solvente tiene una marcada
influencia tanto en la conversién como en la velocidad de sintesis. En la Tabla 12

se presenta un compendio de los resuitados obtenidos. Los resultados reportados
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en esta tabla referentes a la sintesis de N-vainillil oleamida son los obtenidos con
la vainillinamina libre debido a que, como se demostré previamente, son
equivalentes a los observados cuando se elimind el paso limitante de la liberacién
de la vainillinamina al preincubar y agregar DIPEA en exceso (Figura 28).

Tabla 12. Efecto del solvente en la velocidad inicial y conversién de la sintesis de
amidas y ésteres analogos.

Solvente 2M2B n-Hexano
Compuest Velocidad | Conversién | Velocidad | Conversion
ompuesto inicial inicial
N-vainillil oleamida + + - -
Qleato de vainillilo - “ + +
Benciloleamida - + + -
Oleato de bencilo 0 0 + +

Simbolos: Mayor (+) 0 menor (-} comparada con la misma reacciéon en el otro
solvente. (0) No hay reaccién

Las mayores conversiones de las amidas en 2M2B y de los ésteres en n-
hexano, pueden atribuirse a la mayor solubilidad de las primeras en el solvente
mas polar y de los segundos en el mas hidrofébico. Bellot y col. (2001)
demostraron que mientras mayor es la solubilidad de un producto en un solvente
dado, mas bajo es su coeficiente de actividad termodinamica, favoreciendo asi la
acumulacion del producto en el equilibrio. Este efecto es similar al que ejerce el
solvente en la quimioselectividad de una reaccion (Wescott & Klibanov, 1994),
donde la preferencia para sintetizar amidas se da en los solventes con mayor
capacidad de formar puentes de hidrégeno, mientras que la de ésteres es
favorecida en los de menor capacidad (ver Figura 12). En la Tabla 13 se muestran
valores de solubilidad en agua de ésteres y amidas analogos, siendo importante
remarcar que en todos los casos las amidas son mas solubles que los ésteres.

Ohmer y col. (1996) realizaron la sintesis enzimatica de amidas y ésteres
analogos en ausencia de solvente y encontraron que la velocidad de sintesis de
amidas es mas lenta que la de los ésteres correspondientes. Ellos proponen que

la velocidad de transferencia del protdon de la amina (el cual no existe en el
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alcohol) hacia el complejo acil-enzima es limitante en la reaccidon. En nuestro
trabajo las reacciones de sintesis de amidas y ésteres 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 sintesis en n-hexano fue mayor para la formacion del
éster que para la formacion de {a amida, mientras que no se encontrg diferencia
significativa en 2M2B. En cambio, en las reacciones con los compuestos
bencilicos la velocidad de sintesis de la amida fue mayor en ambos soiventes que
la velocidad de sintesis del éster. Esta baja correlacion entre nuestros resuitados y
los observados por Ohrner y col. (1996) puede deberse a la presencia de otros
factores en la reaccion, come los sustituyentes del aceptor de acilo y el tipo de
aceptor (alcohol primario o secundario), que podrian afectan de manera diferente
las velocidades de sintesis de ésteres y amidas en los solventes probados.

Por otro lado, al analizar las reacciones de sintesis de los compuestos
vainilloides con los bencilicos, se observa que los sustituyentes del anillo
vainilloide (CH30- y —OH) incrementan la solubilidad de los productos y de los
sustratos (Tablas 13 y 14, respectivamente). La consecuencia mas evidente del
aumento de solubilidad es que en 2M2B se lleva a cabo la sintesis del oleato de
vainillilo pero no la sintesis del oleato de bencilo. Asi mismo, las velocidades de
sintesis de la amida y el éster vainilloides son mayores a las de la amida y el éster
bencilicos, independientemente del solvente. Sin embargo la diferencia entre estas
velocidades es aun mayor en 2M2B, donde, como se habia comentado
anteriormente, la solubilidad de las aminas y amidas es mayor, como una
consecuencia d e su mayor polaridad. En este caso, los sustituyentes del grupo
vainilioide le confieren a sus derivados un incremento en su polaridad, provocando
una mayor solubilidad en 2M2B que en n-hexano.

El analisis anterior nos lieva a concluir que el solvente organico ejerce una
fuerte influencia en la conversion final de los productos, sin embargo su efecto no

es tan claro en la velocidad de sintesis.
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El reporte cientifico que reline el andlisis comparativo de la sintesis de

amidas con la sintesis de ésteres se encuentra en preparacion para su

publicacién.

Tabla 13. Solubilidad de amidas y ésteres analogos en agua.

Solubilidad Solubilidad
Compuesto en agua (g/L) Compuesto en agua (g/L})
a 25°C, pH 5-7 a 25°C, pH 5-7

CapsaiCina 8§6x 10-1 N-fenil-nonanamida 25x 10—‘5
Capsiato 72x10° Fenil-nonanoato 66x10"
Dihidrocapsaicina 59x10™ N-fenil-oleamida 25x10°
Dihidrocapsiato 21x10° Fenil-oleato Insoluble

- - 14x10% N-(3-metoxibencil)- 1.0x10%
Homodihidrocapsaicina . honanarmida )
Homodihidrocapsiato 49x10 3-metoxibenciinonanoato 35x10
N-vainillil oleamida 14x10° N-(3-metoxibencil)- 9.7 x10°

oleamida
Oleato de vainillilo 49x10° 3-metoxibencil-cleato Insoluble
N-(4-hidroxi-3-metoxibencil) 15x10™" N-{4-hidroxibencil)- 59x 102
nonanamida nonanamida
4-hidroxi-3-metoxibencil 52 %107 4-hidroxibencil- 20x10°
nonanoato nonanoato
Benciloleamida 7x10% N-{4-hidroxibencil)- 58x107
oleamida

Oleato de bencilo insoluble 4-hidroxibencil-oleoato 20x10°

Fuente: Valores calculados con el programa ACD Labs/Aqueous Solubility.

Tabla 14. Solubilidad de alcoholes estructuralmente similares al alcohol vainillilico.

Solubilidad en agua

Compuesto
(g/L) a 25°C, pH 5-7
Alcohol vainillilico 1082
Alcohol 4-hidroxibencilico 382
Alcohol 3-metoxibengilico 68.7
Alcohol bencilico 425
Fuente: Valores calculados con el programa ACD

Labs/Agqueous Solubility
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6.9 Sintesis enzimatica de capsiato en un solo sistema, “one pot”

Los capsiatos son ésteres andlogos a los capsaicinoides. Hasta ahora,
ademas de ser obtenidos por extraccidn de una variedad de chiles no picantes,
son sintetizados realizando una hidrélisis quimica de la capsaicina, purificando el
acido graso y utilizandolo como sustrato para reacciones de sintesis empleando
enzimas (Kobata ef al., 2002). Conociendo el antecedente que la lipasa B de
Candida antarctica es capaz de reconocer a la capsaicina como sustrato y que
esta enzima desarrolla naturalmente la sintesis de ésteres, se propuso sintetizar el
éster analogo 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
reaccion ya que puede ser de sintesis directa como “alcohdlisis” o bien en
presencia de agua como sustrato, como una hidrélisis seguida de una sintesis. En
ambos casos la enzima cataliza todas las reacciones y se llevaria a cabo la

reaccion en un mismo sistema (one-pot).
HiCQ

HO SoH

Alcohol vainillilico
HiCO

—©/\ J\M/\.’/ Lmasa —

Candida antarctica

Capsaicina
Hs;CO
Capsiato

Vainillinamina

Figura 34. Esquema de la reaccion de sintesis de capsiato a partir de capsaicina
en un mismo sistema.

Las reacciones se probaron con diferentes concentraciones equimolares de
capsaicina y alcohol vainillilico (10 y 27 mM) en n-hexano y utilizando 1 mg de

enzima por pmol de sustratos, obteniéndose como producto el capsiato y
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confirmando que la lipasa B de Candida antarctica si lleva a cabo la reaccion.
Curiosamente a! cambiar el solvente a 2M2B no se obtuvo ningln producto de
reaccion. Este resultado coincide con los observados anteriormente donde se
demuestra que en n-hexano se obtiene mayor conversion de los productos
ésteres, por lo que el equilibrio térmodinémico en la sintesis de capsiato seria
dirigido hacia el éster. En 2M2B, el equilibrio termodinamico esta dirigido hacia la
formacion de la amida y por ende desfavorece por completo la sintesis del éster.
Esto es equivalente a la premisa de que manipulando el medio d e reaccion se
puede controlar la posicion del equilibrio termodinamico de una reaccién.

Como se puede observar la Figura 35, las conversiones obtenidas en n-
hexano son muy bajas, de aproximadamente 30-40%. Aun asi, este resuliado es
importante debido a que, quimicamente 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 enzimaticamente es posible catalizar
esta reaccion.

El comportamiento de la reacciéon enzimatica observado en la Figura 35
parece tener un lapso de adaptacion inicial, lo que implica la necesidad de una
etapa previa a la sintesis del capsiato. Una posibilidad es que dicha etapa consista
en la hidrélisis de la capsaicina dando lugar al acido 8-metil-6-nonanenoico. L a
cantidad de agua que tiene el sistema (enzima, n-hexano, sustratos) es de 20 mM,
suficiente como para competir como sustrato con el alcohol vainillilico, y asi
llevarse a cabo la reaccion de hidrélisis. Tratando de evaluar mas a fondo este
fendmeno realizamos reacciones de hidrélisis de capsaicina en n-hexano con
distintas concentraciones de agua. En todos los casos se observd una ligera
presencia de vainillinamina (analizada por CCF). Considerando estos resultados,
se podria suponer que la reaccién de alcohdlisis no se esta llevando a cabo, sino
gue es una reaccion de dos etapas, hidrdlisis y sintesis, catalizada por la misma
enzima. Un hecho que tiende a confirmar esta hipotesis es que hasta el momento
no se ha reportado ninguna reaccion de intercambio de grupos acilo a partir de
amidas por esteres en un solo proceso ni tampoco reacciones de alcohdlisis hacia

amidas catalizadas por lipasas.
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Figura 35. Reaccion de sintesis de capsiato a partir de dos concentraciones de
capsaicina 10 (O)y 27 (@) mM.

El capsiato es mucho mas soluble en n-hexano que la capsaicina y fue
purificado con base en las diferencias de solubilidad. El producto de sintesis se
analizd por 'H-RMN, por espectroscopia de masas y por IR confirmando que se
trata del éster. En la Figura 36 se observa el espectro de 'H-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 sefial hacia la izquierda, perteneciente al carbono situado entre el
anillo aromatico vy el enlace éster (— CH, ) apareciendo en 5 ppm. En el espectro
de la capsaicina la misma sefial aparece aproximadamente en 4.3 ppm. Esta
diferencia indica que hay una modificacién en la estructura de la capsaicina, en los
atomos unidos al carbono — CHz —, Esto correlaciona con que la Unica modificacion
enzimatica realizada en esta reaccion fue el intercambio del enlace amida por el

enlace éster en la molécula.
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6.10 Estudio electrofisiolégico de capsaicina y de analogos no pungentes

En colaboracién con el Dr. Ignacio Lopez-Gonzalez dentro del grupo del Dr.
Darszon, se realizaron andlisis del efecto electrofisiolégico de la capsaicina,
vainillinamina y capsiato en los canales idnicos. Se decidid utilizar a la corriente de
Ca** tipo T (Icar) de las células espermatogénicas de ratdn para montar un ensayo
fisiolégico en el cual se pudiera probar la actividad de la capsaicina y sus
derivados sobre canales idnicos similares al del receptor vainilicide. Los
experimentos realizados por el Dr. Lopez-Gonzalez indican que la capsaicina
inhibe la corriente de Ca®* tipo T (lcat) de células espermatogénicas de raton
(Figura 37), a diferencia de lo reportado para el receptor vainilioide 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 conclusién, si bien en el canal (Iga1) 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 Ca®*
(trazos superiores) que es inhibida por la adicion de 50 uM de capsaicina a la
solucién (trazos inferiores). Este efecto es reversible ya que se puede eliminar la
capsaicina lavandola mediante un recambio de la solucidon de la camara de
registro, como se muestra en la curva corriente voltaje (panel B). En el panel C se
muestra el curso temporal de la inhibiciébn de la lgsr por la capsaicina,
observandose que después de 3 0 4 minutos se alcanza el maximo de bloqueo de
la corriente. Asi mismo, se observa que al cambiar la solucién del bafio (minuto 8)
y remover la capsaicina de la solucion externa, se recupera gran parte de la lgat.
En el panel D se resume el efecto de la capsaicina y sus derivados sobre it de
células espermatogénicas de raton. La capsaicina inhibe esta corriente en un 90 +
10% (n=3), mientras que la vainillinamina, producto de la hidrélisis de capsaicina
catalizada por la lipasa, no presenta ningln efecto inhibitorio sobre la lgr (n=4).
Este efecto correiaciona con el hecho de que 10 personas habituadas al consumo

de picante, no encontraron pungente la solucion de capsaicina hidrolizada,
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ademas de que presentaba un olor similar al de Ia vainilla. De la misma forma, el
capsiato, obtenido en la reaccion de sintesis, no es capaz de inhibir a este tipo de
corrientes (n=5), y de acuerdo con la hipttesis de esta parte del trabajo para el
desarrollo de la técnica, tampoco es pungente. Independientemente de esta
conclusion, resulta de sumo interés el poner en evidencia que el solo cambio del
enlace amida por el éster desactiva la funcién electrofisiologica 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 sustitucidon del enlace amida por
ofro tipo de enlace, cambios en los sustituyentes del anillo vainilloide o en la
longitud del acido graso, pueden producir cambios en su funcidn electrofisiologica.

De acuerdo con los resultados y lo reportado en la literatura, el capsiato
difiere en el modo de accién de la capsaicina. Mientras la capsaicina presenta un
efecto pungente e inhibe la corriente lca1, €l capsiato no es pungente ni inhibe la
corriente lgar. Sin embargo, ambos promueven el metabolismo energético,
suprimen la acumulacion de grasa y elevan la temperatura corporal (Ohnuki et al.,
2001ab). Las diferencias en las funciones organoléptica y electrofisiologica, y las
similitudes en las funciones metabdlicas, permiten suponer dos hipétesis: a)
existen dos receptores de los compuestos vainilloides con diferentes funciones, la
organoléptica y fisiologica y, 1a metabdlica, o bien, b} existe un receptor (VR1) que
solo interacciona con los capsaicinoides produciendo las respuestas de pungencia
y efecto en los canales idnicos, pero que también existe otro receptor para los
compuestos de degradacién de los capsinoides y capsaicinoides, que pudieran ser
muy similares o los mismos, y que producen el efecto metabdlico.

85



Resultados y Discusion

80 mv
A - B - a0

-90 mv -90 mV

Im (pA)

Vim {mV)
5 :
o Control A
(=]
N 50ms

-200 @ Control
O 50 uM Capsaicina
¥ Lavado

< -400
[ =3
©
o~

D 100

C . S 4.

: 8
& 8 60
© §
3 2 40 4
8 £
£ 2 20
[=3
p-d
3]
L

Tiempo {min)

Figura 37. Efecto de la capsaicina, vainillinamina y capsiato en el canal de calcio
T de bajo umbral de células espermatogénicas. (A) Inhibicion de la corriente de
Ca®" (Icar) por la adicion de 50 pM de capsaicina. (B) Comparacién de la curva
corriente-voltaje de la inhibicién por capsaicina con su remocién o lavado. (C)
Curso temporal de la inhibicidon por capsaicina y su remocion en la corriente (lcar).
(D) Porcentaje de inhibicién de la corriente (lgat) por capsaicina, vainillinamina y
capsiato.

36



Conclusiones

7 CONCLUSIONES

La aportacion principal de este trabajo se centra en demostrar que las
lipasas, con el solo hecho de manipular el medio de reaccion, son capaces de
lievar a cabo reacciones enzimaticas no ordinarias como la hidrolisis de amidas, y
favorecer otras, como | a sintesis de amidas. H asta antes de este trabajono se
habia reportado que la lipasa B de Candida antarctica, utilizada frecuentemente en
la sintesis de ésteres y amidas, pudiera exhibir una actividad amidasa. De igual
manera, en estudios previos realizados sobre la sintesis de amidas y ésteres
catalizada por lipasas, no se habia demostrado que la manipulacion del medio de
reaccién hacia un solvente polar favoreciera la sintesis de amidas y hacia un

solvente no polar la sintesis de ésteres.

Las conclusiones de este trabajo se resumen en los siguientes puntos:

v A pesar de que se reconoce que las lipasas no son capaces de hidrolizar
enlaces amida, se demostrd que la lipasa B de Candida antarctica puede
hidrolizar a la capsaicina, una amida natural insoluble en agua para la cuai no
existen reportes ni evidencia de hidrolisis por lipasas.

v Los estudios preliminares permiten suponer que la hidrélisis 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.

v' El &cido oleico sin esterificar es un excelente donador del grupo acilo en las
reacciones de sintesis de amidas y ésteres, y no forma sales con las aminas
utlizadas en este trabajo.

v La vainillinamina no es un sustrato adecuado para estudiar la
guimioselectividad de las lipasas por ios grupos amino e hidroxilo en la
reaccion debido a que el alcohol fendlico de la molécula no es reactivo. De la
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misma forma el alcohol vainilllico no es sustrato para estudiar [a
regioselectividad por solventes.

Se demostré que hay un efecto importante de la concentracidon de amina
terciaria, DIPEA, en la “desproteccion” del grupo amino de la vainillinamina
analizado a traves del efecto en la velocidad de amidacion de la N-vainillil
oleamida.

La sintesis de N-vainillil oleamida a partir de la vainillinamina libre procede a
una alta velocidad, estando limitada por la velocidad de liberacion de la amina
de su clorhidrato. La liberacién de la vainillinamina también es dependiente de
las caracteristicas del solvente utilizado y del tiempo de preincubacion.

La adicion de DIPEA en la reaccion de amidacion solo tiene efecto en la
desproteccion del grupo amino y no influye en la actividad de la fipasa B de
Candida antarctica.

lLas diferencias en las velocidades de reaccién estan influenciadas no sélo por
el solvente utilizado, sino también por los grupos sustituyentes de la molécula
que modifican la polaridad de los sustratos y su solvatacion en el solvente,

E! solvente de la reaccion influye en la conversion final ya que esta
determinada por las actividades termodinamicas de los producios en el
solvente. Los ésteres presentan una mayor conversion en solventes
hidrofobicos y las amidas en solventes hidrofilicos. Un solvente hidrofobico
puede dirigir el equilibrio termodindmico de la reacciéon hacia la sintesis del
ester, mientras que uno hidrofilico lo podria hacer hacia la sintesis de la
amida.

La lipasa B de Candida antarctica es capaz de sintetizar un éster a partir de
una amida en un mismo sistema y en un medio hidrofébico, demostrando que
la reactividad quimica de las amidas no es limitante para las enzimas.

El tipo de agitacion empleada para mantener homogenea la reaccion juega un
'papel preponderante. Al sustituir la agitacion magnética con una agitacion
mecanica, se obtienen importantes beneficios, como son: la posibilidad de
recuperar la enzima inmovilizada y de evitar Ia desfruccion tanto de la enzima
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como del tamiz molecular. Finalmente, se corre un menor riesgo de
inactivacion de la enzima y se obtienen cinéticas reproducibles.

La metodologia utilizada en este trabajo para evaluar el efecto fisiolégico de la
capsaicina y sus derivados consiste en correlacionar la inhibicion 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 funcion electrofisiolégica y organoléptica de la capsaicina.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Estudiar la capacidad de hidrélisis de la lipasa B de Candida antarctica y otras
enzimas sobre las amidas sintetizadas en este trabajo y analizar si s6lo es
capaz de hidrolizar amidas grasas, como la capsaicina.

Analizar el efecto del grupo saliente del donador de acilo en reacciones de
amidacion utilizando aminas que no requieran “desprotegerse”.

Determinar las actividades termodinamicas de los sustratos y productos en n-
hexano y 2M2B.

Analizar el efecto del solvente sobre el equilibric termodinamico en la
transformacion de amidas a ésteres, y viceversa, en reacciones ¢ atalizadas
por la lipasa Novozym 435.

Analizar con mayor profundidad el efecto del solvente sobre la velocidad de
sintesis de amidas y ésteres abarcando mayor numero de aminas y alcoholes.
Analizar las posibles variaciones en velocidad y conversion de reacciones de
sintesis de amidas y ésteres, teniendo los grupos funcionales -OH y —NH; en
ta misma molécula. Analizar el efecto del solvente sobre estas reacciones.
Analizar los compuestos vainilloides sintetizados a través de evaluacion
sensorial y su efecto fisioldgico en los canales de calcio.

Realizar las reacciones en un equipo que tenga una agitacién mecanica y que
ademas controle la temperatura. Este equipo puede ser el hibridizador HP-100
donde se desarrollaron las reacciones a gran escala, incorporandole los
aditamentos adecuados (como pinzas pequefias para sostener los tubos), se

pueden lievar a cabo reacciones en viales de 10 6 15 mL.
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Abstract

The release rate of vanillylamine from 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 concentration (N, N-diisopropylethylamine) was increased from 20
mM to 360 mM, the initial rate of amide synthesis increased proportionally. At a 12 molar
excess of N, N-diisopropylethylamine and 30 min. of preincubation, both the initial rate and

total conversion were the same as those with fiee vanillylamine (80% conversion in 20 h),



This result is independent of the organic solvent used. It is also shown that NN-

diisopropylethylamine does not enhance lipase activity.

Introduction

One of the recent advances in the application of enzymes in organic synthesis is the use of
lipases for the synthesis of amides (Baldessari & Mangone 2001, deZoete et al. 1996, Gotor
2000, Maugard et al. 1997), extending the range of chemical products obtained by
biological processes. During the synthesis of peptides and nucleotides, reactive amine
groups require protection that must be released after the reaction. In other situations, this
“protection” is used to avoid the carbonation of the amine with CO,. This is the case of
vanillylamine, where the amine group is protected by a salt and distributed as the HCl
derivative. Vanillylamine is relatively simple to release as the addition of a stronger non-
teactive tertiary amine base, such as N N-diisopropylethylamine, triethylamine or N-
methylmorpholine (Bailen et al. 2000, Han et al. 1997, Orain et al. 2002), will displace the
equilibrium towards the free primary amine and the release of the primary amine and the
enzymatic synthesis are carried out as a one-pot reaction (Kobata et al. 1998b). The
addition of some non-reactive organic bases can influence the enzymatic performance
(Campos et al. 2000, Parker et al 1998, Theil 2000).

Capsaicinoids are the active principle of the pungent flavour in many peppers
(Govindarajan & Sathyanarayana 1991). Recent advances in the structure and function of‘
the vanilloid receptor (Caterina et al. 1997) in mammalian cells have extended their
applications to the health sector. Due to their désensization effect, they are now used as

analgesic agents in the treatment of rheumatic and some other pain causing affections



(Govindarajan & Sathyanarayana 1991, Szallasi & Blumberg 1996). Capsaicin analogues,
such as olvanil, have similar physiological properties with minimal pungency (Dray 1992).
Some of these analogues have been enzymatically synthesized from vanillylamine and fatty
acid derivatives in a two phase system (aqueous-fatty acid derivative) but with low yields
(Kobata et al. 1998a), probably due to a competition between synthesis and hydrolysis of
the amides in the reaction catalysed by the same lipase (Duarte et al. 2000). The aim of this
work was to study the amide synthesis catalysed by lipases in organic solvents using
olvanil as a model (Scheme 1), including the effect of the tertiary amine concentration in

the synthesis rate and the total conversion.

Materials and methods

Materials

Novozym 4 35 (immobilized Candida antarctica 1ipase B) w as kindly supplied by Novo
Nordisk. Vanillylamine hydrochloride and molecular sieves (5A, beads, 8-12 mesh) were
purchased from Aldrich, Co. (W1, USA). N N-Diisopropylethylamine, guaiacol and oleic
acid were from Sigma Chemical, Co. (MO, USA). 2-Methyl-2-butanol (ter-amyl alcohol)
was from J.T. Baker (Edo. de Mexico, Mexico) and n-hexane was purchased from Burdick
& Jackson (M1, USA).

Enzymatic reaction

Solvents were dehydrated with molecular sieves. All reactions were carried out in 5 ml.
sealed vessels at 45°C, with magnetic agitation in 2-methyl-2-butanol and n-hexane.
Vanillyloleamide (olvanil) was synthesized from equimolar solutions of the hydrochloride

salt of vanillylamine and oleic acid (20mM), using 100 mg of Novozym 435 as biocatalyst.



N, N-Diisopropylethylamine (DIPEA), a tertiary amine, was added to the reaction for the
release of the salt derivative. The effect of N, N-diisopropylethylamine concentration was
studied increasing the N N-diisopropylethylamine/vanillylamine-HCl molar ratio
concentration. In order to study the effect of both reactions separately the mixture of
vanillylamine-HC1 and N, N-diisopropylethylamine was preincubated previous to the
addition of oleic acid and the enzyme for 3, 15 and 30 minutes, and 1, 3 and 6 hours Four
types of reactions were also carried out in order to study the effect of the tertiary amine
directly on the enzyme as described in Figure 3. Free vanillylamine was produced by
chemical release from the vanillylamine salt derivative, as reported in the literature (Kaga
et al. 1989).

Substrate and product analysis

Samples of all reactions were dissolved in methanol (HPLC grade) and quantified by HPLC
using a 4 6x250 mm Spherisorb 8§0-5 ODS-2 column in a Waters 600E system controllex
with a flow rate of 1 ml/min and a methanol-water gradient from 50:50, v/v to 100%
methanol. Substrates and product were quantified with a Waters 996 photodiode array

detector at 208 and 280 nm.
Results and discussion

Ester enzymatic synthesis

Thete was no reaction when lipase was incubated with vanillylamine as its HCI salt
derivative (protected amine) and oleic acid, indicating both the requirement of the free
amino group as well as the inability of the phenolic 0-OH group to form the corresponding

estet, a reaction that could easily be carried out by a lipase with a secondary alcohol. This



ye2

was also the case when guaiacol and oleic acid were used as substiates for the ester
synthesis.

Amide enzymatic synthesis

When equimolar concentrations of vanillylamine-HCl and N, N-diisopropylethylamine were
used, low reaction rates of olvanil were obtained. Howevet, when an excess of the tertiary
amine was used in a reaction with n-hexane as solvent, the rate increased consider ably. This
effect was quantified for N,N-diisopropylethylamine/ vanillylamine-HCI concentration ratio
up to 18, and is reported in Figure 1. The results could then be explained simply to the fact
that different amounts of N, N-diisopropylethylamine results in different amounts of fiee
vanillylamine which can react in the lipase-catalysed reaction. Furthermore, when n-hexane
was substituted with a mote polar solvent, like 2-methyl-2-butanol, a ten-fold increase in
the reaction rate was observed, as also shown in Figure 1. This kinetic effect is related to
the increased solvent polarity which results in a higher solubility of both vanillylamine and
vanillylamine-HC1 in 2-methyl-2-butanol. In fact, vanillylamine-HCl solubility in n-hexane
and in 2-methyl-2-butanol at 45°C is 0.04mM and 1.5mM, respectively (data obtained
experimentally). The same effect has been previously reported for the lipase-catalysed
synthesis of sugar esters in 2-methyl-2-butanol amended dimethylsulfoxide (Plou ef al.
2002) where faster reaction rates were obtained when the solvent polarity was increased.
When the synthesis reactions were followed for longer petiods, an effect of solvent and
N, N-diisopropylethylamine concentration in total conversion was also observed. This is
shown in Figure 2, as equimolar reactions of N, N-diisopropylethylamine and vanillylamine-
HCl reached 10 and 65% conversion in n-hexane and 2-methyl-2-butanol, respectively, but
when N,N-diisopropylethylamine was added in excess, equilibrium conversion reached 60
and 98%. The higher conversions in 2-methyl-2-butanol, can be attributed to the higher

5



solubility of the product, the vanillyloleamide in the more polar solvent: the higher the
solubility of a product in a given solvent the lower its thermodynamic activity coefficient,
favouring the accumulation of the product at equilibrium (Bellot ef al. 2001). Data
reporting 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 N, N-diisopropylethylamine is preincubated at least
30 minutes previous to the addition of oleic acid and the enzyme, an increase in the initial
rate is observed For longer preincubation times, the initial rate remains constant
demonstrating that equilibrium between vanillylamine-HCl and fiee vanillylamine is
reached (results not shown). These expetiments were conducted for 1 and 18 molar ratio in
2-methyl-2-butanol with similar results.

Influence of the presence of N,N-diisopropylethylamine in the lipasewata!ysgd reaction
In order to observe if the simple presence of N,N-diisopropylethylamine affects the
behaviour of the enzyme, several reactions were canied out as desciibed in Materials and
Methods The difect olvanil enzymatic synthesis was carried out using the free
vanillylamine obtained by chemical release from the salt derivative and oleic acid. It is
important to point out that the synthesis of olvanil without enzyme is negligible after 120
hrs. As shown in Figute 3, no differences Wére observed when olvanil synthesis was carried
out with free vanillylamine with and without N, N-diisopropylethylamine, as well as with
vanillylamine-HC1 preincubated with a 12 molar excess of N, N-diisopropylethylamine for
30 min. Again in this figure, it is shown that the last reaction proceeds at a much lower 1ate
without preincubation, as free vanillylamine has first to be produced before the enzymatic
reaction can proceed. Consequently, final conversions in Figure 3 were also similar

6




reaching almost 80% at 20 hrs (not shown). It may be concluded that the amide synthesis
from the free amine proceeds at a high rate, but it is limited by the release rate from the salt
derivative. The release o f vanillylamine was also dependent on the characteristics of the
solvent used and on the preincubation time. It is also interesting to observe that N,N-

diisopropylethylamine has no influence on the activity of Novozym 435.
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Scheme 1. Vanillylamine release from its salt derivative and enzymatic

synthesis of olvanil.

Figure 1. Initial rates of olvanil synthesis measured at different concentrations
of tertiary amine N,N-diisopropylethylamine in 2-methyl-2-butanol and n-
hexane, equivalent to N,N-diisopropylethylamine/vanillylamine-HCl molar
ratio of 1, 3, 6, 12 and 18 (initial vanillylamine-HC1 concentration was 20

mM)

Figure 2 Vanillylamine conversion to olvanil in 2-methyl-2-butanol {circles)
and in n-hexane (triangles) with N, N-ditsopropylethylamine/vanillylamine-HCI
molar ratio of 1 (open symbols) and 18 (filled symbols). These reactions were
carried out without preincubation of N N-diisopropylethylamine and
vanillylamine-HC!. In all reactions, equimolar concentration of vanillylamine-

HCl and oleic acid (20mM), and 20mg/mi of enzyme were used.

Figure 3. Olvanil synthesis in lipase-catalysed reactions in 2-Methy1-2-butan61
using free vanillylamine with (A) and without (A) a 12 molar excess of N,N-
diisopropylethylamine, and vanillylamine-HC1 with a 12 molar excess of N,N-

diisopropylethylamine with (O) and without (@) preincubation. In all reactions

equimolar concentration of vaniliylamine and oleic acid (20mM), 240mM of

N N-diisopropylethylamine, and 20mg/ml of enzyme were used.
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Abstract

Capsaicin was hydrolysed by lipase B from Candida antarctica into vanillylamine and 8-methyl-6-trans-nonenoic
acid. Conversions of 70% were obtained after 72 h at 70 °C in water but decreased to only 15% when capsaicin
was solubilized in 15% {v/v) ethanol/water after 72 h at 45 °C. No activity occurred in chloroform/water mixtures
According to our knowledge, this is the first report concerning amide hydrolysis by a lipase.

Introduction

Capsaicinoids are responsible for the pungency of
a wide variety of chillies (Capsicum sp) (Garcia
et al 1995) Among capsaicinoids, capsaicin (rrans-
8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamide) is the most im-
portant in terms of abundance and pungency, and
has therefore potential applications in industry. Al-
though capsaicinoids have long been associated to
the food industry, recent applications have been ex-
tended to other fields Due to a decrease of sensitivity
of skin or mucous membranes after repeated con-
tact with capsaicinoids, they are now used for the
treatment of thenmatic and some other pain-causing
affections (Govindarajan & Sathyanatayana 1991,
Matkovits & Gilhar 1997), Upon hydrolysis, result-
ing in vanillylamine and 8-methyl-6-trans-nonenoic
acid {Scheme 1), the pungency, itritant and neurotoxic
effects of capsaicin are probably decreased, as both
products are less toxic and pungent than pure capsaicin
(Anonymous 1992).

The catabolic pathway of capsaicin degradation in
rats initiates with a reaction catalysed by an enzy-
matic complex described as ‘Capsaicin hydrolysing
enzymes’ or ‘CAP complex’ (Park & Lee 1994).
Capsaicin is initially hydrolysed to vanillylamine and

8-methyl-6-trans-nonenoic acid while the final 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 livers, as well as in various
rat organs (Kawada & Iwai 1985). Oi et al (1992)
tested several commercial enzyme preparations for
capsaicin hydrolysis (mainly bacterial and fungal pro-
teases) and reported that none of these enzymes show
hydrolytic activity on capsaicin substrates.

Most proteases also have ¢sterase and amidase ac-
tivities, while lipases are efficient catalysts for the
synthesis of fatty acid esters and amides (Orhner et af
1996, Maugard et al. 1998, Gotor 1999). However,
proteases do not seem to be good catalysts for large
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, transesterification, alcoholy-
sis, aminolysis, acidolysis and glycerolysis (Klibanov
1989). Kobata et «f (1999) have succeeded in the
transacylation of capsaicin using lipase from Candida
antarctica with triolein and olive oil as the acyl donors
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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 perform the enzy-
matic hydrolysis of the amide bond in capsaicin and to
study the kinetics of this biotransformation to assess
its potential for industrial use.

Materials and methods

Muaterials

Capsaicin (98% and 60%) was purchased from Sigma
Chemical Co Vanillylamine was from Aldrich (W],
USA). Chloreform and ethanol (99%) were from J.T.
Baker (Edo. de Mexico, Mexico). Greasex, Lipozyme,
Neutrase, and Novozym 677 BG were provided by
Biotecsa, S.A. de CV. (Edo. de Mexico, Mexico);
Novozym 435 was from Novo Nordisk (Spain); Lipase
F, Prozyme 6 and Protease 2A were from Amano (VA,
USA); Piccantase was from Gist Brocades (Mexico);
Pronase was from CalBiochem-Behting (USA); Es-
terase 001 was from Diversa (USA); trypsin was from
Difco (MD, USA); penicillin acylase was from Sclavo
(USA); a-chymotrypsin was from Sigma Chemical
Co (MO, USA); papain was from Ultrapa- paina
(Colima, Mexico).

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 lipases to work at interphases.
The media used were: Medium A. Chloroform/water
(1:1, v/v) at 45 °C (biphasic medium in which cap-
saicin is soluble in the organic phase); Medium B
15% (v/v) ethanol/water at 45 °C (monophasic sys-
tem in which capsaicin is soluble); Medium C Wa-
ter/capsaicin (biphasic medium due to the low solubil-
ity of capsaicin in water). For the latter, reactions were

Table 1 Capsaicin conversion in water
(medium C) using varicus enzymes.

Enzyme Conversion®
(%)
Lipases (1)
Novozym 677 BG 03
Lipase F 1
Esterase Diversa 001 8
Novozym 435 30
Proteases (2)
Trypsin 005
Penicillin acylase 01

2Conversion of capsaicin hydrolysis deter
mined from 1 mg mi™! of capsaicin solu-
tions measuring vanillylamine after 24 h of
reaction at (1} 45 °Cand (2) 37°C

also carried at 70 °C. Capsaicin was at 1 mg mi™*
(3.27 mM) in all media. All the enzymes were used
at 12 mg or 12 pl of commercial enzyrme preparation
per ml of reaction media depending on its commercial
presentation

Analysis

Reactions were followed by TLC as described by
Yuste ef al. (1979) but vanillylamine was developed
with ninhydrine. Reactions wer¢ quantified by HPLC
using a solvent polar gradient and separation condi-
tions described by Hoffman et al (1983).

Results and discussion

Enzyme screening

Reactions were carried 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 chloroform/water (1:1, v/}
(medium A), while only Novozym 435 was slightly
active in 15% (v/v) ethanol/water (medium B). How-
ever, six enzymes hydrolysed capsaicin when mixed
with water (medium C) at 45 °C as shown in Table 1
Surprisingly, only immobilized lipase B from Candida
antarctica (Novozym 435) gave significant capsaicin
conversion. All enzymes were assayed at 45 °C except
for trypsin and penicillin acylase assayed at 37 °C
The results obtained with lipase B from Candida
antarctica in the three reaction media are shown in
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Table 2 Capsaicin conversion in three reaction media
using lipase B from Candida antarctica

Rezaction media Conversion (%)

Gh 3h 24h
Mediurn A: CHCl3/Hy O - - -
Medium B: Ethanol/H, O - 1 6
Medium C: HyO - 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 mgmi~1.

Table 2. Capsaicin conversion 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 medium with insoluble capsaicin as a second
phase. In contrast, capsaicin conversion was very low
(6%} after 24 h in 15% ethanol No reaction products
were observed in chloroform whete capsaicin is highly
soluble.

Kinetics of capsaicin hydrolysis

Using the water~capsaicin reaction systetn and lipase
B from Candida antarctica the reaction kinetics was
studied in 2-ml sealed vials. In order to study the ef-
fect of temperature 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 maximum conversion of 70% Initial
rates measured at 70 °C at varying capsaicin ¢concen-
trations, resulted in data shown in Figure 1. Typical
Michaelis-Menten kinetic behaviour was observed for
the three enzyme concentrations assayed From the
Lineweaver—Burk plot, a K, of 1.4 mM for capsaicin
was found with a specific activity 0£22 5 nmol h~! per
mg immobilized enzyme. This is an interesting result
considering that capsaicin has an amide bond and that
the same preparation of the enzyme has an activity
only four times higher (82 nmol h™! per mg immo-
bilized enzyme) for oleic acid methyl ester synthesis
in hexane at 45 °C (results 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% conversion, corre-
sponding to an equilibrium conversion as no change in
concentration was observed when fresh enzyme was
added

=3
8

Initial rate {ymoi
vanitiylamine mi~* h-%)

4

Capsaleln {mM)
Fig 1 Effect of capsaicin concentration on the initial hydrolysis
rate by lipase B from Candida antarctica at 70 °C and for three
different enzyme concentrations (rg enzyme mi~): (@) 6. (0) 12,
and (4) 18

@
<

As a conclusion, it is shown that although lipases
are not capable of amide hydrolysis, lipase B from
Candida antarctica may hydrolyse capsaicin, a natural
water-insoluble amide for which no evidence of lipase
hydrelysis had been previously reported.

Although the present research refers to capsaicin
hydrolysis in aqueous medium, preliminary results
show that capsaicin may also be hydrolysed in oleo-
resin extracts or in 15% ethanol suggesting new alter-
natives for capsaicin processing and pungency control
in the food and pharmacentical industries
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