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RESUMEN

El aji ha sido una de las especias mas importantes que América ha dado al
mundo. Su cultivo se ha extendido desde México hasta el norte de los Estados
Unidos. Existen mas de doscientas variedades de ajies picantes las cuales
reciben nombres muy variados especialmente tomados de la lengua Mexicana.
Historicamente el aji ha sido utilizado de diferentes maneras, ya sea para realzar
el sabor de comidas tipicas especialmente de Centro y Sudamérica o dandole un

uso medicinal.

La capsaicina, sustancia que hace al aji picante, es el mas pungente del grupo de
los llamados capsaicinoides que pueden ser aislados del fruto del aji. Esta
sustancia ha sido utilizada durante muchos afios en medicina tradicional y
actualmente hace parte de medicamentos para el manejo del dolor. Sus efectos
analgésicos se manifiestan por la reduccion de la concentracion de la sustancia P
en neurotransmisores. No obstante esta aplicacion ha demostrado que dosis altas
e incluso las utilizadas en tratamientos topicos tienen efectos citotdéxicos en
diversos puntos del organismo, pero su amplio rango de efectos bioldgicos, la
sugieren como analgésico y antiinflamatorio, atrayendo de esta manera la atencion
de los cientificos, al punto de promover investigaciones en la busqueda de

estructuras analogas con igual actividad clinica y reduccién de su citotoxicidad.



En esta investigacion se ha pretendido la sintesis de analogos O-glicosidos para
reducir parcial o totalmente sus efectos secundarios. Para la transformacion de la
capsaicina en un derivado O-glicosido, fue necesario buscar las condiciones
optimas para el desarrollo de la reaccion, realizando preliminarmente reacciones
modelo con un analogo de la capsaicina conocido como Vainillinonanamida Los
resultados obtenidos determinaron que la reaccion de catalisis por transferencia
de fase es una metodologia adecuada para la sintesis de O-glicosidos obteniendo

con esta reacciones mas limpias, en menor tiempo y en condiciones suaves.

Se trabajé ademas en la busqueda de condiciones para la extraccion de
capsaicina del fruto del aji, obteniendo resultados importantes que podrian ser

retomados posteriormente en una investigacion mas exhaustiva.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad existe gran demanda por la investigacion sobre métodos que
aumenten la eficiencia de las drogas y que a su vez reduzcan la toxicidad y
efectos colaterales indeseables. Una sustancia con la configuracién estructural
Optima y propiedades fisicoquimicas especiales que permitan una respuesta
terapéutica deseada, no necesariamente posee la mejor estructura molecular y
propiedades que le permitan actuar sobre el objetivo; usualmente una pequefia
porcién de la droga suministrada alcanza el area objetivo mientras que la restante
interactta en sitios causando efectos colaterales indeseables. En esta area del
conocimiento han surgido muchas propuestas tendientes a resolver el problema

de la especificidad de las drogas.

Por su parte, los investigadores han logrado la sintesis de un gran nimero de
derivados de drogas de origen natural y sintético que son utilizadas en diferentes
tratamientos clinicos. Gran parte de estas sintesis implican transformaciones
guimicas, en varios casos asociadas con acoplamientos de las moléculas con
actividad a carbohidratos, los cuales han demostrado ser buenos vehiculos para el
transporte y reconocimiento de estas drogas. Es el caso de la sintesis de C—

glicésidos y O —glicésidos muy empleada en las ultimas décadas para este fin.



Por otra parte, la capsaicina, componente pungente mas importante del fruto del
aji, distinguida por sus propiedades curativas, como antiinfalmatorio y analgésico,
y por los efectos toxicos asociados como irritabilidad, insensibilizacion y/o

destrucciéon de receptores en la piel, ha sido muy estudiada desde la perspectiva

de la sintesis de analogos que incrementen su actividad terapéutica.

En esta investigacion se ha pretendido la sintesis de analogos O-glicosidos para
reducir parcial o totalmente sus efectos secundarios. Para la transformacion de la
capsaicina en un derivado O-glicésido, ha sido necesario buscar las condiciones
optimas para el desarrollo de la reaccion, realizando preliminarmente reacciones
modelo con un analogo de la capsaicina conocido como Vainillinonanamida
Inicialmente se uso el carbonato de potasio como base en acetona, para generar
el i6n fendxido de mejor comportamiento nucleofilico que su acido conjugado.
Igualmente se us6 hidroxido de sodio, pero en ambos casos el rendimiento no fue
muy bueno, generando también el producto de eliminacion C1-C2. Examinando
otras posibilidades se trabajo la metodologia de catalisis por transferencia de fase,
lograndose buenos rendimientos, en una reaccion que resulté ser muy limpia. La
capsaicina es una sustancia comercialmente muy costosa, por lo que se utilizdé un
compuesto analogo comercialmente mas econdmico en las reacciones
preliminares y ademas se trabaj0 en la busqueda de condiciones para la
extraccion de capsaicina del fruto del aji, obteniendo resultados importantes que

podrian ser retomados posteriormente en una investigacion mas exhaustiva.



2. MARCO TEORICO

2.1 Origeny clasificacién del aji

El aji es originario de Centro y Sudamérica, fue introducido en Europa a principios
del siglo XVI por los espafioles, adquiriendo rapidamente gran importancia en los
paises de este continente. Esta planta asociada histéricamente con el primer viaje
de Coldn fue llamada inicialmente “red pepper’ porque su fruto rojo imita la

pungencia de la pimienta, Piper nigrum.L.

El aji se extendi6 rapidamente en el arte culinario de Europa, Africa, y de paises
como India, China y Japodn, siendo una especie muy lujosa que Unicamente los
ricos podian adquirirla. Actualmente es la especie mas consumida en el mundo
constituyéndose en un ingrediente esencial del sector alimenticio, empleado como
saborizante y agente colorante de alimentos, y en otras areas como ingrediente

farmacéutico.

Esta planta es una hortaliza herbacea anual de la familia Solanaceas. Pertenece
al genero Capsicum que contiene aproximadamente 22 especies silvestres, y 5
domesticadas conocidas como: Capsicum annuum, Capsicum bacatum, Capsicum

chinense, Capsicum frutescens y Capsicum pubescens.



Varios términos como pepper, chile, chili, aji, paprika y capsicum son usados
intercambiablemente para nombrar esta planta del género Capsicum. Algunos de
estos nombres son variaciones de dialectos nativos, como la palabra chile que es
una variacion de “Chil” del dialecto Nahuatl (Azteca) y aji, una variacion de “axi’

del extinto dialecto Arawak del caribel.

Varios autores simplifican la taxonomia del género Capsicum determinando que la
planta de aji pertenece a la especie Capsicum annuum cuando es
moderadamente picante o Capsicum frutescens, para identificar los ajies mas

picantes?.

Entre las variedades mas representativas estan el Tabasco, Jalapefio, Hungarian,

Yellow Wax, Chile, Floral Gem, Red Chili, Roumanian Hot y Red Cherry Hot3.

2.2 Composicion del fruto

El fruto del aji posee un alto valor nutritivo, basado en un significativo contenido de
nutrientes esenciales, como vitaminas, lipidos, ésteres, fenoles, glicésidos, etc., en
la Tabla 1 se muestra la composicion proximal de este fruto y su contenido de

vitaminas.



Tabla 1. Composicién proximal del fruto del aji por 100 g.

Composicion % Composicion mg Composicion mg
Agua 81.10 Calcio 29 Tiamina 0.07
Proteina 2.20 Fosforo 65 Riboflavina 0.20
Grasa 1.60 Hierro 1.00 Niacina 1.60
Carbohidratos 9.90 Sodio 13 Ac. ascorbico 100
Fibra 4.20 Potasio 213 Vitamina A 4600 Ul
Ceniza 1.00 Calorias 60

El atributo mas tipico e importante de las especies de aji es su pungencia, cuya
proporcion depende de la variedad del fruto. EIl sabor picante del aji es causado
por un grupo de siete seudo alcaloides analogos los cuales son denominados
capsaicinoides. En el esquema 1 se muestran la estructura general y particular de
cada uno de estos compuestos, los cuales se diferencian por el apéndice R. En

las entradas 1 y 2 se muestra la capsaicina y la dihidrocapsaicina responsables

del 90 % de la pungencia del aji*.




Esquema 1

O

HsCO NJ\
Iy
HO

Estructura General

Nombre comun

Nombre IUPAC

Capsaicina (1)

Dihidrocapsaicina (2)

Nordihidrocapsaicina (3)

Homocapsacina | (4)

Homocapsaicina Il (5)

Homodihidrocapsaicina | (6)

Homodihidrocapsaicina Il (7)

N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-
8-metil-6-nonenamida

N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-
8-metilnonanamida

N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-
7-metiloctanamida

N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-
9-metil-7-decenamida

N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-
8-metil-7-decenamida

N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-
9-metildecanamida

N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-
8-metildecanamida

Los capsaicinoides son clasificados segun su nivel de pungencia mediante un
método clasico desarrollado en 1912 por el quimico Wilbur Scoville y conocido
como “test organoléptico Scoville”™. En la Tabla 2 se muestra el nivel de

pungencia de los capsaicinoides en unidades Scoville



Tabla 2. Clasificacion de los capsaicinoides del aji de acuerdo al test Scoville.

Capsaicinoide Pungencia (unidades Scoville)
Homocapsaicina 1 y II 8.600.000
Homodihidrocapsaicina l y I 8.600.000
Nordihidrocapsaicina 9.100.000
Dihidrocapsaicina 16.000.000
Capsaicina 16.000.000

El test organoléptico Scoville ha sido el método estandar ampliamente usado para
el analisis de la pungencia. No obstante, el método tiene grandes limitaciones,
con este método los catadores tienen la habilidad para probar muchas muestras
en secuencia, sin embargo, esta destreza puede estar limitada por la pungencia
de las soluciones del test, la fatiga de los catadores y porque ellos no pueden

distinguir entre los diferentes capsaicinoides.

Por las razones anteriores, el test organoléptico Scoville ha sido desplazado por
métodos instrumentales como espectrofotometria, cromatografia capilar miscelar
electrocinética, cromatografia en capa fina®, cromatografia de gases’ vy
cromatografia liquida de alta resolucion®8910.11.1213 en muchos casos utilizando
fase reversa, una metodologia muy empleada por su confiabilidad vy

reproducibilidad.



2.3 Capsaicina

La capsaicina es una sustancia derivada de la vainilllamina y el acido-E-8-
metilnon-6-enoico, su biosintesis ocurre por la ruta del fenilpropanoide, en las
glandulas de la placenta del fruto. Las semillas no son fuente de pungencia pero

ocasionalmente absorben capsaicinoides al estar en contacto con la placenta.

La capsaicina es el principal compuesto pungente del fruto del aji, fue aislada por
primera vez en 1876%°y caracterizada por Nelson en 1919%6, identificAndola como
N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-8-metil-6-nonenamida.  La sintesis total de este

producto natural fue reportada por primera vez por Crombie L, y colab. en 1955,

Tiene un peso molecular de 305.42 y es insoluble en agua, pero soluble en aceite
mineral y vegetal, etanol, éter, benceno y cloroformo. En su forma pura se
presenta en cristales “monociclicos” translucidos que funden a 65 °C y ebullen a

210 — 220 °C18,

El analisis de la estructura de la capsaicina es mas sencillo cuando se subdivide

en tres regiones llamadas A, By C (Figura 1)
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Figura 1. Subdivision de la molécula de capsaicina en tres regiones

La regién B, contiene un grupo amido que es polar y hace de la capsaicina un
compuesto de baja volatilidad y por ende completamente inodoro. Su larga cola
hidrocarbonada de la regién C es responsable del fuerte enlazamiento con la
lipoproteina del receptor VR1 que contiene una cadena hidrocarbonada similar.
Este nociceptor polimodal es sensible tanto al calor como a los estimulos
mecanicos y quimicos, que se encuentran en la piel y en las membranas mucosas.
Como consecuencia de este acoplamiento la capsaicina produce un intenso sabor
y una sensacion de ardor muy persistente. La cola hidrocarbonada también
permite a la molécula un desplazamiento por las membranas celulares ricas en

lipidos, ocasionando por esto un ardor penetrante y persistente.

Finalmente la region A, corresponde al constituyente aromatico, que produce un
leve comportamiento hidrofilico de la molécula, porque presenta el grupo hidroxilo
enlazado al anillo bencilico. Esta parte de la molécula es muy utilizada para la

formacion de derivados con la presencia de la funcion éter'®,



La capsacina es una sustancia antiinflamatoria y analgésica, debido a que es un
agente neuropéptido activo que produce dolor ardiente inicialmente, cuando
estimula al receptor VR1, provocando la excitacion de las neuronas y permitiendo
a los iones Na* y Ca?* entrar a la célula nerviosa y liberar subsecuentemente

neurotransmisores que generan la sefial de dolor.

La exposicibn prolongada a esta sustancia insensibiliza los nociceptores
terminales disminuyendo la actividad de las fibras sensoriales tipo C, para las
cuales la capsaicina es especifica; afectando la sintesis, depdsito y transporte de
la sustancia P principal neurotransmisor del dolor desde la periferia hasta el

sistema nervioso central (SNC)?°.

La actividad antioxidante de la capsaicina fue determinada por Henderson y
Slickman?!' mediante un estudio comparativo con los antioxidantes: melatonina y
butilato de hidroxitolueno (BHT). Ellos evaluaron por HPLC (fase reversa) los
lipidos hidroperdxidos formados en la autoxidacion del &cido linoleico, iniciada por
el radical 2,2" - azobisisobutironitrilo, AIBN. Los resultados se registraron por
absorcion UV., deteccion electroquimica y luminiscencia. Ellos determinaron que
la capsaicina es un antioxidante mas efectivo que la melatonina, suprimiendo la

formacion de lipidos hidroperoxidos, con menor eficiencia que la vitamina E.

También se ha demostrado experimentalmente que la capsaicina es util para

controlar el dolor causado por la mucositis bucal encontrandose que después de
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ingerir alimentos que contienen capsaicina o después de la aplicacion de
capsaicina en la mucosa oral inflamada, el dolor de la mucositis disminuye cuando
mengua la sensacion ardiente causada por ésta. Infortunadamente este estudio

se limita a varios informes anecdéticos y a una serie de pequefios casos??.

Por su parte, Bhabadeb y colab.?® encontraron que la capsaicina presenta una
moderada actividad antifungica, demostrada mediante la determinacion de valores
de concentracion inhibitoria minima de capsaicina (MIC) en diferentes dermatopias

y hongos patogenos.

Segun los resultados experimentales obtenidos por Abdel — Salam y colab.?* la
capsaicina crea un mecanismo de defensa local contra la Ulcera gastrica mediante
nervios sensoriales sensibles a esta. Experimentos que consistieron en la
estimulacion de nervios sensoriales sensibles a bajas concentraciones de
capsaicina aplicada intragastricamente en ratas, demostraron que esta sustancia
protege la mucosa gastrica contra dafios producidos por diferentes agentes

ulcerogénicos

Otra aplicacion importante de este compuesto se refiere a su uso como insecticida
y repelente; aplicacion que le otorgo la clasificacion de pesticida bioquimico por la
EPA en 19917, y el interés por su uso como sinergista con insecticidas

organofosfosforados?®.
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A pesar de sus propiedades terapéuticas la capsaicina puede ser nociva en
concentraciones altas e incluso en dosis terapéuticas. Al respecto Austin?®
describe que la capsaicina tiene efectos adversos sobre el sistema nervioso
periférico, sobre varios centros importantes en el cerebro, y sobre el
funcionamiento de enzimas y neuroproteinas. También son particularmente
sensibles a los factores toxicos de esta sustancia los vasos sanguineos y el
coraz6én. Una dosis de capsaicina es suficiente para destrozar casi toda la
sustancia P de los ganglios de la raiz dorsal del sistema nervioso; esta pérdida
conduce a la retencion urinaria por paralisis parcial de la vejiga, asi como a la

disminucién de la temperatura en el cuerpo o hipotermia.

Aunque se han establecido dosis terapéuticas y téxicas; Ko y colab.?’
determinaron que existen efectos citotoxicos con las concentraciones comerciales
de capsaicina (0.025% y 0.075%) sobre queratinocitos y fibroblastos. Ellos
desarrollaron queratinocitos y fibroblastos humanos en un cultivo de tejido y lo
expusieron a varias concentraciones de capsaicina (0.025% a 0.2%). También
sembraron en matrices de colageno fibroblastos que fueron expuestos a la
capsaicina para evaluar los efectos citotoxicos de este componente bajo la
superficie de la piel. Los resultados obtenidos mostraron una reduccion de
gueratinocitos entre el 21 y 31% en las diferentes concentraciones de capsaicina
utilizada. Los fibroblastos también se redujeron entre el 5 y 10% durante las

primeras seis (6) horas de exposicion y hasta en un 30 % luego de transcurridas
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veinticuatro (24) horas. Se establecio igualmente que a una concentraciéon menor
que 0.1%, la capsaicina penetra en la matriz de colageno, degenerando los
fibroblastos en la superficie y en el interior de la piel. Con estos experimentos se

determind que la capsaicina es toxica a nivel de queratinocitos y de fibroblastos.

2.4 Vainillilnonanamida

La vainillinonanamida (8) o también llamada nonivamida, es el capsaicinoide
sintético analogo a la capsaicina conocido segun la IUPAC como N-(4-hidroxi-3-
metoxibencil)nonanamida, que difiere de esta por la ausencia en la region C de un
grupo metilo (-CHs) en el carbono C-8 y un doble enlace en el carbono C-6 de la

cadena carbonada.

H3CO )I\/\/\/\/
N
)OR

HO

Este compuesto es usado como adulterante en productos derivados del aji y en la
industria farmacéutica. Posee el mismo grado de pungencia que la capsaicina.
Segun estudios realizados por Howard y Geoffrey, este compuesto hasta ahora

conocido como sintético, fue aislado de la oleorresina del capsicum variando
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desde 0.35 a 1.80 % comparado con el contenido total de capsaicinoides.

Usando modelos animales se ha demostrado que la nonivamida tiene una
actividad de desensibilizacion similar a la capsaicina, sin embargo la efectividad de

la capsaicina es mayor para la disminucién de la respuesta del dolor?8,

2.5 Prodrogas y sintesis de nuevos compuestos anélogos a la capsaicina

Como respuesta al desarrollo de la investigacion sobre métodos para aumentar la
eficacia de las drogas y reducir la toxicidad y efectos indeseables, surgio el
concepto de Prodroga, una sustancia quimica derivada de una droga madre,
biol6gicamente inactiva obtenida mediante transformaciones quimicas y / o
enzimaticas Una vez dentro del cuerpo son liberadas y actiuan en el sitio de
interés. Las Prodrogas han sido ampliamente estudiadas como sustitutos de una

gran variedad de drogas con el fin de eliminar sus efectos colaterales.

De otro lado, una variedad de carbohidratos, denominados O-glicésidos se
encuentran en abundancia en los seres vivos, asociados a numerosos procesos
bioquimicos. Estas sustancias son de interés en sintesis, medicina y
especialmente en investigacion farmaceéutica; la O-glicosilacion es un método Uutil
para mejorar algunas propiedades de compuestos con actividad biologica.
Particularmente permite convertir los compuestos hidrofébicos en solubles,

mejorando sus propiedades farmacoldgicas y reduciendo la toxicidad. Muchas
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drogas que son aplicadas cutaneamente han sido modificadas para incrementar
su efecto en el sitio de accion de la piel. En la década de los 80 Friend and
Chang, prepararon glicésidos de un gran numero de agentes antiinflamatorios,
estos compuestos convertidos en moléculas hidrofilicas presentaron mejor accion

sobre el sitio objetivo que los compuestos madre?®.

El grado de toxicidad que presenta la capsaicina y su amplio espectro biolégico
han estimulado muchas investigaciones sobre la variacion de la estructura quimica
de la molécula para estudiar las caracteristicas biolégicas y la toxicidad de los

analogos obtenidos.

En esta ruta Walpole, y colb.3%313233 han profundizado en el estudio de la
citotoxicidad de capsaicinoides analogos, encontrando en algunos una actividad
biolégica semejante a la capsaicina, para esto se evalué en cada uno la relacion
insensibilizacion / irritacion. En la década pasada este grupo reporté diferentes
actividades de analogos sintéticos, con variaciones modulares en la estructura de
la capsaicina. En los productos evaluados se observé una respuesta positiva,

mayoritariamente cuando estaba presente el extremo vainilloide.

Por otra parte, Katritzky A, y colab.3* prepararon moléculas analogas con enlaces
carbonato o éter. De los productos obtenidos evaluaron su descomposicion bajo
irradiacion a 363 nm, determinando que los compuestos con enlace carbonato se

descomponen a una relacién mas baja que los compuestos enlazados mediante la
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funcién éter; ademas las moléculas con dos grupos metoxi en sustituyente bencil
se descomponen mas lentamente que las moléculas con un grupo metoxi en dicho
sustituyente. Al demostrar que se pierde la actividad del receptor vainilloide VR1,
bloqueando el grupo fenol o modificando el tamafio de la cadena en la molécula
de capsaicina, estas variaciones tienen como fin disminuir las propiedades
irritantes de la capsaicina e incrementar la facilidad y seguridad de su uso
mediante la sintesis de capsaicina fotoactiva que actla cerca del sitio de accion

causando una rapida y completa activacion del receptor .

Teniendo en cuenta las glicosidaciones y en especial las O-glicosidaciones,
Rosenberg y colaboradores, han desarrollado procedimientos para acoplar
compuestos de platino con DNA, de igual manera Wang y colab.3® sintetizaron y
evaluaron la actividad bioldgica de un O-glicosido con una unidad de glucosa
unida al cis-platino. Se demostré que esta molécula es tan activa como el cis-

platino pero menos téxico y mas soluble en agua.

Otro procedimiento que involucra la O-glicosilacion fue realizado por Mihara y
colab.®® Con N-vainilliinonanamida. En este articulo se describe la aplicacién del
producto obtenido como aditivo en alimentos y bebidas, mediante la reduccion de
la propiedad pungente, la capacidad de su liberacién en el cuerpo por la accion de

la glucosidasa y el incremento de solubilidad en agua.

En este mismo punto, el grupo de Kometani®’ ha contribuido al estudio de
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compuestos con mejores caracteristicas biolégicas, mediante la biosintesis de
capsaicina-B-D-glucopiranosido, el cual fue obtenido cuando se administré
capsaicina en un cultivo de células en suspension de Coffe arabica. Este estudio
revel6 la disminucién de la pungencia y un incremento en la solubilidad en agua,
marcando un posible uso de la capsaicina glicosilada como Unico ingrediente con

actividad bioldgica en alimentos.

2.6 Catalisis por transferencia de fase

En la sintesis organica, la catalisis por transferencia de fase es el principal camino
para generar productos quimicos con aplicaciones farmacéuticas, agentes de

proteccion de plantas, colorantes, quimicos fotograficos, monémeros, etc.

Esta metodologia es aplicable a una gran variedad de reacciones en las que los
aniones inorganicos y organicos reaccionan con sustratos organicos. Consiste en
el uso de un sistema heterogéneo de dos fases®® en la que el sustrato permanece
en la capa organica y el otro reaccionante que podria ser un nucledfilo se localiza

en la fase acuosa.

Estas sustancias no reaccionarian en estas condiciones porque no podrian sufrir
colisiones, para esto se aflade una cantidad de catalizador denominado de
transferencia de fase, que generalmente es una sal cuaternaria de amonio, un

compuesto en el que se han reemplazado los hidrégenos del ibn amonio por
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grupos alquilo y por lo tanto es lipofilco, capaz de entrar en la fase organica.

Sin embargo, para equilibrar su cara positiva debe llevar consigo un anion,
ocasionalmente su contraidn original débilmente basico, que carece virtualmente

de poder nucleofilico, de modo que no reacciona.

El nucledfilo tienen mayor probabilidad de ser conducido a la fase organica, donde
estara medianamente solvatado y sera muy reactivo, formando rapidamente el
compuesto y liberando un ion halogenuro el cual es transportado a la fase acuosa
por el catalizador de transferencia de fase en su migracién de regreso. De esta
manera el ion cuaternario de amonio se mueve entre las dos fases transportando
el contraidn original, los iones halogenuros y el nucledfilo. La catalisis se debe asi

a la transferencia del nucleéfilo de una fase a otra (Figura 2)%°.

Q69 ? + R—X » R Z + Q69 xe Fase organica
sustrato producto
® o o ® © ® ©
Q Z + Na X Naa z + Q X Fase acuosa

Figura 2. Catdlisis por transferencia de fase. El ibn de amonio cuaternario (Q*) es tanto
hidrofilico como lipofilico, se mueve entre la fase acuosa y la fase organica transportando
un anioén: el nucledfilo (Z) o el grupo saliente (X). En la fase organica el nucle6filo no

esta virtualmente solvatado y reacciona rapidamente con el sustrato (R-X).
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Uno de los trabajos iniciales utilizando transferencia de fase fue el propuesto por
Krewster K y colaboradores* quienes sintetizaron acido aril B-D-glucopiranésido y

acido aril B-D-glucopiranosidurénico con buenos porcentajes de rendimiento.

A finales de los afios 80 la glicosilacion a través de catalisis por transferencia de
fase obtuvo especial atencion, por el rendimiento, condiciones de reaccion y alta
estereoespecificidad. Por esta metodologia Loganathan y Trivedi*t en 1986
sintetizaron aril B-D-glucopiranosidos benzoilados y cinamatos B-D-glucopiranosil
substituidos con el propésito de entender la O-glicosidacion por catalisis de
transferencia de fase y extender esta metodologia a la sintesis de esteres
glicosilicos. En la misma linea, Roy y Tropper*? bajo condiciones de catdlisis por
transferencia de fase obtuvieron aril-B-D-N-acetilglucoporanosidos cuando trataron
cloruro de 2-acetamida-3,4,6-tri-O-acetil-2-deoxi-a-D-glucopiranosilo con una serie

de fendxidos.
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3. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

El aji es un recurso agricola que se encuentra difundido en varios paises de
Latinoamérica. En Colombia es explotado mayoritariamente por la industria
alimenticia y su aplicaciéon medica se limita netamente a la medicina tradicional.
En el aji se encuentra el alcaloide conocido como capsaicina, una sustancia que
potencialmente podria reportar beneficios por su accidén analgésica. Sin embargo
esta sustancia es toxica, incluso en dosis terapéuticas, hasta el punto de causar la
reduccion en la concentracion de queratinocitos y fibroblastos en la piel y la
muerte de los nociceptores o la destruccibn de sus terminales periféricos
produciendo insensibilizacién permanente?’. Estos efectos adversos han llevado a
muchos investigadores a modificar la estructura de la capsaicina obteniendo

diversos analogos que han sido evaluados en su actividad bioldgica y citotdxica

Dada la condicién toxica de la capsaicina, se plante6 en este proyecto la
exploracibn de metodologias sintéticas para la obtencion O-glicésidos con
modificacion de la regidon A (Figura 1) por la adicién de una unidad de azUcar, para
lo cual se usaria D-glucosa y D-galactosa, dos monosacaridos con actividad
biolégica, considerando que los productos obtenidos podrian ser reconocidos y

transportados hacia las células humanas.
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Se pretende obtener compuestos, en conjunto con propiedades fisicas y bioldgicas
diferentes a las de la capsaicina, que podrian servir como prodrogas en el
tratamiento del dolor, conforme actla la capsaicina, una vez se haya producido la

escision del enlace O-glicésidico por hidrdlisis del puente etéreo.

Otro punto que aborda esta investigacion es la separacion de la capsaicina de los
demas componentes del fruto. En este documento, se recogen los resultados de
la extraccion y analisis por HPLC, en la busqueda de un protocolo confiable para

la separacion y el analisis de capsaicina.
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4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Sintetizar O-glicésidos analogos a la capsaicina, usando como material de partida

la capsaicina aislada de la fuente natural.

4.2 ESPECIFICOS

Adecuar un método de extraccion de capsaicina que garantice un buen

rendimiento y un alto grado de pureza.

Sintetizar analogos O-glicésidos de la capsaicina, mediante reacciones de O-
glicosidacion, con diversos bromuros de glicopiranosidos peracetilados derivados,

de monoazucares con actividad bioldgica.

Caracterizar los componentes sintetizados mediante técnicas espectroscopicas

convencionales de IR y RMN.

Mejorar las caracteristicas de solubilidad de la capsaicina mediante la

incorporacion de monosacaridos.
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5. JUSTIFICACION

El aji en Colombia es econdmicamente poco atractivo, al parecer por los pocos
estimulos que el estado brinda para el fomento de su cultivo. Hasta ahora ha sido
explotado principalmente como saborizante en la industria alimenticia, en este
plano podria decirse que la produccion de aji apenas esta comenzando a

extenderse con propositos comerciales.

En otra perspectiva, en nuestro pais el aji tiene algunas aplicaciones
homeopaticas y su uso se ha limitado a esto, excluyendo el beneficio particular de
los componentes activos como la capsaicina 1, desaprovechandose su
potencialidad, reconocida en el campo de la industria farmacéutica como

analgésico y antiinfalmatorio.

Desde el punto de vista biologico, es de interés particular la sintesis de complejos
con diversos ligandos, partiendo de moléculas biolégicamente activas, que se
desean modificar especialmente para reducir riesgos de toxicidad, mejorar
transporte, etc. Una parte de esta sintesis corresponde a los O-glicésidos que se
proponen aqui y que constituyen una buena alternativa en el campo de las
prodrogas. Estas sustancias serian obtenidas a partir de dos monosacaridos y la

capsaicina, modificando posiblemente la accion de este producto natural. Estos
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compuestos podrian ser muy (tiles por su constitucion y diversidad
estereoquimica y ademas podrian resultar atractivos en el desarrollo de nuevas

drogas.
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6. METODOLOGIA

6.1 REACTIVOSY EQUIPOS

La metodologia de este trabajo se desarrollé utilizando reactivos y solventes de
grado reactivo, para analisis o grado HPLC, segun lo exigiera el procedimiento.
En la siguiente seccion se listan los reactivos y solventes utilizados asi como los

instrumentos empleados para la caracterizacion de los compuestos obtenidos

6.1.1 Reactivos

Acido bromhidrico en &cido acético 30 %
Anhidrido acético

Bicarbonato de sodio

Bromuro de N-cetil, N,N,N-trimetilamonio
Capsaicina 65% - Dihidrocapsaicina 35 %
Carbon activado

Carbonato de potasio

Cloruro de calcio

Cloruro de sodio

Envicarb ®

Galactosa
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Glucosa

Hidroxido de sodio
LC-18 ®

Metbxido de sodio
N-vainilliinonanamida
Piridina

Sulfato de sodio

6.1.2 Solventes

Acetato de etilo
Acetona
Acetonitrilo
Benceno
Cloroformo
Diclorometano
Eter de petrdleo
Hexano

Metanol
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6.1.3 Equipos

HPLC Hewlett Packard 1100, equipado con bomba cuaternaria G1311A y detector

Uv-Vis G1314A, (Universidad del Cauca).

RMN BRUKER. 400 MHz, (Universidad Nacional - Bogotd4)

RMN BRUKER. 300 MHz, (Universidad de Antioquia — Medellin)

Espectrofotdmetro infrarrojo con transformada de Fourier ATI Mattson Géminis,

(Universidad del Cauca).

Espectrofotometro ultravioleta — visible. INTRALAB (Universidad del Cauca)
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6.2 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE CAPSAICINA DEL FRUTO DEL

AJi

6.2.1 Muestra

La muestra de aji Cayenne se recolectaron en la zona norte del Cauca y presento

las siguientes caracteristicas fisicas:

Tabla 3. Caracteristicas fisicas de la muestra de aji

Caracteristica fisica Descripcion
color Rojo
forma Alargado
tamario 4 cm aproximadamente
estado Maduro

Este material se sec6 en invernadero durante 5 dias hasta garantizar una alta

perdida de agua, luego se molid incluyendo las semillas.

6.2.2 Extraccion

La extraccibn de oleorresina se desarrolld6 mediante 2 métodos, evaluando 3

solventes: acetona, acetonitrilo y metanol.
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Extraccién por Ultrasonido

Se peso6 1.5 g de muestra seca y molida, se adicioné 50 mL del solvente extractor
y se llevo al ultrasonido por 1h manteniendo el bafio de agua a 36 °C, terminada la

extraccion se filtro y se aforé a 50 mL con el solvente utilizado en la extraccion.

Extraccién por soxhlet

Se peso6 1.5 g de muestra seca y molida, se adicion6 90 mL de solvente extractor
y se llevé a reflujo en un sistema soxhlet convencional hasta que el solvente de la
camara del sistema de extraccion estuviera incoloro. Se concentré y se afor6 a 50

mL con el solvente utilizado para la extraccion.

6.2.3 Purificacion

La limpieza de las muestras se llevo a cabo mediante la extraccion en fase sélida
utilizando como fases estacionarias carbon activado, Envicarb® y LC-18. Los
cartuchos se acondicionan con 2 volumenes de acetonitrilo, seguidos de 2
voliumenes de agua y 1 volumen de acetonitrilo. Se eluyeron 2 mL de muestra y
se lavé con 2 volumenes de acetonitrilo. Las muestras recogidas se aforaron a 10

mL con acetonitrilo.
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6.2.4 Analisis de extractos

El analisis por HPLC se realiz6 bajo las siguientes condiciones:

Equipo: Hewlett Packard 1100, equipado con bomba cuaternaria

G1311Ay detector Uv-Vis G1314A

Columna: Hypersil ODS 4.0 x 250 /min x 5um

Longitud de onda: 280 nm

Fase movil: 70 % acetonitrilo 30 % agua

Flujo: 0.5 mL/min

Tiempo de corrida: 10 min

Presion: 37 bar

Tiempos de retencion: 6.6 min capsaicina, 7.7 min dihidrocapsaicina

Patron: Sigma capsaicina 65 % - dihidrocapsaicina 35 %
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6.3 SINTESIS DE O-GLICOSIDOS ANALOGOS DE CAPSAICINA

6.3.1 ACETILACION DE AZUCARES

Procedimiento General. En un balén de fondo redondo con barra magnética y
rubber septum se mezclo a temperatura ambiente 1.00 mmol del glicopiranosido,
6.00 mmol de anhidrido acético en piridina. La mezcla se agité durante 3 horas
hasta que se observo la desaparicion del glicopiranosido de partida por
cromatografia de capa delgada (CCD), eluente n-butanol - acido acético — agua

(12:3:5).

Enseguida se adicioné 6 mL de agua acidulada y 6 mL de diclorometano. La fase
organica se separé y rota-evaporé hasta eliminar totalmente el solvente,

obteniéndose los glicopiranosidos pentacetilados correspondientes.
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6.3.2 BROMUROS DE GLICOPIRANOSILOS PERACETILADOS

Procedimiento General. En un balén de fondo redondo con barra magnética y
rubber septum se mezcl6 a temperatura ambiente y bajo agitacion magnética 1.00
mmol del glicopiranosido peracetilado con 2.34 mL de solucion de bromuro de
hidrogeno en &cido acético al 30 %. La mezcla se agitdé durante 4 horas hasta que
se observd la desaparicion del glicopiranosido de partida por cromatografia de

capa delgada (CCD), eluente acetato de etilo / éter de petréleo al 40 %.

Enseguida se deposito la mezcla de reaccion en 6 mL de cloroformo frio, por cada
mmol de sustrato y se neutralizd con solucién saturada y fria de bicarbonato de
sodio, presentandose evolucidon de gas. La capa organica mas densa, se separo 'y
se seco con sulfato de sodio, el solvente se elimind por rota-evaporacion. El crudo
obtenido se purificd por cromatografia de columna relampago (CCR) con elusion
por gradiente con acetato de etilo / éter de petréleo. Las fracciones de interés
fueron colectadas y rota-evaporadas, obteniéndose el bromuro puro como un

sélido blanco.

Obtencion de bromuro de 2,3,4,6 —tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosilo 21.

Se us6 1.0 g (2.56 mmol) de penta acetato de a-D-glucosa 17 y 6.0 mL de
solucion al 30 % en peso de acido bromhidrico en acido acético. Rendimiento:

94%. Rf=0.55 (40% acetato de etilo / éter de petrdleo).
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RMN !H (400 MHz, CDCls): § 6.59 (d, 1H, J = 4.0 Hz, H-1), 5.54 (dd, 1H, J = 9.6,
10.0 Hz, H-3), 5.14 (dd, 1H, J = 9.2, 10.8 Hz, H-4), 4.82 (dd, 1H, J = 4.0, 10.0 Hz,
H-2), 4.32 — 4.25 (m. 2H, H’s-5,6), 4.10 (d, 1H, J = 10.8 Hz, H-6), 2.07 (s, CHa),

2.06 (S, CH3), 2.02 (s, CH3), 2.0 (s, CH3).

Obtencion de bromuro de 2,3,4,6 —tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosilo 22.

Se usé 1.0 g (2.56 mmol) de penta-acetato de a-D-galactosa 18 y 6.0 mL de
solucién al 30 % en peso de acido bromhidrico en acido acético. Rendimiento:

92%. Rf=0.55 (40% acetato de etilo / éter d petréleo).

RMN H (300 MHz, CDCla): & 6.68 (d, 1H, J = 3.9 Hz, H-1), 5.50 (dd, 1H, J = 1.2,
3.3 Hz, H-4), 5.39 (dd, 1H, J = 3.3, 10.5 Hz, H-3), 5.04 (dd, 1H, J = 3.9, 10.5 Hz,
H-2), 4.47 (ddd, 1H, J = 1.2, 6.3, 7.2 Hz, H-5), 4.16 (dd, 1H, J = 6.3, 11.2 Hz, H-6"),
4.08 (dd, 1H, J = 7.2, 11.2 Hz, H-6), 2.14 (s, CHs), 2.10 (s, CHs), 2.05 (s, CHa),

2.00 (s, CHa).
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6.3.3 SINTESIS DE O-GLICOSIDOS PERACETILADOS

6.3.3.1 O-glicosidacion del bromuro de 2,3,4,6 —tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosilo

21

En un balén de fondo redondo de dos bocas se pes6 1 mmol. de carbonato de
potasio y se conecté a un condensador de reflujo. Inmediatamente se inyectd 1.0
mL de acetona y se agitd hasta disolucion. Posteriormente se adicion6 0.5 mmol
de N-vanilliinonanamida 8 y se disolvié con agitacion durante aproximadamente 10
minutos. Pasado este tiempo se agregaron 0.5 mmol. de Bromuro de 2,3,4,6 —
tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosilo 21 disueltos en 1.0 mL de acetona y se colocé
una trampa de cloruro de calcio. La mezcla se calent6 a 55 — 60 °C con bafio de
glicerina y agitacion constante, hasta que por CCD se observé el consumo del

bromuro de glucopiranosilo 21 de partida.

Finalizada la reaccion se adicioné salmuera y se extrajo con acetato de etilo. La
fase organica una vez separada se secO con sulfato de sodio, se filtr6 y se
concentré hasta sequedad. El crudo se purific6 mediante CCR obteniendo tres
compuestos. Esta reaccion se intento de nuevo con algunas modificaciones, en
cantidad de sustrato, temperatura, catalizador y base, estos pardmetros son
recopilados en la Tabla 6. Los datos espectroscépicos para los compuestos

sintetizados se relacionan a continuacion:
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2,.3,4,6-tetra-O-acetil-1-eno-glucopiranosilo 26

RMN *H (300 MHz, CDCls): § 6.65 (s, 1H, H-1'), 5.60 (d. 1H, J = 4.3 Hz, H-3),
5.25 (t, 1H, J = 5.0 Hz, H-4"), 4.45 (dd, 1H, J = 6.5, 11.4 Hz, H-6’a), 4.40 (,1H, J =

Hz, H-5), 4.25 (dd, 1H, J = 2.9, 11.4 Hz, H-6’b), 2.10 (3s. 12H, OAC).

N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-B-D-glupiranosiloxi)bencil] nonanamida 25

RMN H (300 MHz, CDCls) : § 7.05 (d,1H, J = 8.4 Hz, Hc-arom), 6.82 (d, 1H, J =
2.0 Hz, Ha-arom), (dd, 1H, J = 1.8, 8.2 Hz, Hb-arom), 5.72 (1H, NH ancho), 5.27
(m, 1H, J = 4.0 Hz, H-3’), 5.17 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-2’), 5.15 (dd, 1H, J = 4.8, 14.8
Hz, H-4%), 4.91 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-1°), 4.38 (d, 2H, J = 5.6 Hz, H-1), 4.27 (dd, 1H,
J = 4.8, 12.8 Hz, H-6’a), 4.15 (dd, 1H, J = 2.4,12.4 Hz, H-6’b), 3.80 (s, 3H, MeO),
3.74 (ddd, 1H, J = 2.4, 4.8, 14.4, H-5°), 2.20 (t, 2H, J = 7.4 Hz, H-3), 2.08 (s, 3H,
OAc), 2.07 (s, 3H, OAc), 2.03 (s, 6H, OAc), 1.66 —1.63 (m, 2H, J = 7.4 Hz, H-4),

1.31 —1.21 (m, 10 Hz, H-5 — H-9), 0.87 (t, 3H, J = 6.8 Hz, H-10).

IR: 5 3200 (NH st), 2924 —2852 (C-H sp?), 1745 (C=0 st), 1640 (N-C=0 st), 1224

(C-O st), 1200 (C-C).
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6.3.3.2 O-glicosidacion por catalisis con transferencia de fase

Procedimiento General. En un balon de dos bocas equipado con barra
magnética, se pesé 1.0 mmol. del bromuro de glicopiranosilo peracetilado, 2.0
mmmol. de N-vanillinonanamida y 1.0 mmol de bromuro N-cetil-N,N,N-
trimetilamonio (catalizador). EI balébn se conectdé al condensador de reflujo
provisto de una trampa de cloruro de calcio y enseguida se adicioné 3.65 mL de
diclorometano, se agité hasta disolucién completa y luego se adicion6 3.65 mL de
solucién de hidréxido de sodio 1.0 M, se agitdé a temperatura ambiente hasta que
el bromuro de partida se agot6. La mezcla de reaccidn se extrajo con acetato de
etilo y la fase orgénica se lavé con hidréxido de sodio (2 x 15 mL), agua destilada
(2 x 15 mL) y salmuera (1 x 10 mL), luego se secé con sulfato de sodio, y rota-
evapord hasta la eliminaciéon total del solvente. El crudo se purific6 por CCR

utilizando un gradiente de acetato de etilo / éter de petrdleo.

Obtencion de N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-B-D-glupiranosiloxi)bencil]

nonanamida 25

Se us6 100.0 mg de bromuro de 2,3,4,6 —tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosilo 21 ,
142.6 mg de N-vanillinonanamida 8 y 88.56 mg de bromuro N-cetil-N,N,N-
trimetilamonio. Se obtuvo un soélido de color amarillo claro. Rendimientos: 41%,

53%, 51%, 52%. Rf=0.05 (40% acetato de etilo / éter de petroleo).
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RMN H (300 MHz, CDCls) : & 7.05 (d,1H, J = 8.4 Hz, Hc-arom), 6.82 (d, 1H, J =
2.0 Hz, Ha-arom), (dd, 1H, J = 1.8, 8.2 Hz, Hb-arom), 5.72 (1H, NH ancho), 5.27
(m, 1H, J = 4.0 Hz, H-3’), 5.17 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-2’), 5.15 (dd, 1H, J = 4.8, 14.8
Hz, H-4%), 4.91 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-1°), 4.38 (d, 2H, J = 5.6 Hz, H-1), 4.27 (dd, 1H,
J =48, 12.8 Hz, H-6’a), 4.15 (dd, 1H, J = 2.4,12.4 Hz, H-6’b), 3.80 (s, 3H, MeO),
3.74 (ddd, 1H, J = 2.4, 4.8, 14.4, H-5), 2.20 (t, 2H, J = 7.4 Hz, H-3), 2.08 (s, 3H,
OAc), 2.07 (s, 3H, OAc), 2.03 (s, 6H, OAc), 1.66 —1.63 (m, 2H, J = 7.4 Hz, H-4),

1.31 - 1.21 (m, 10 Hz, H-5 — H-9), 0.87 (t, 3H, J = 6.8 Hz, H-10).

IR: 5 3200 (NH st), 2924 —2852 (C-H sp?), 1745 (C=0 st), 1640 (N-C=0 st), 1224

(C-O st), 1200 (C-C).

Obtencion de N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosiloxi)bencil]

nonanamida 27

Se us6 100.0 mg de bromuro de 2,3,4,6 —tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosilo 22,
142.6 mg de N-vanillinonanamida 8 y 88.56 mg de bromuro N-cetil-N,N,N-
trimetilamonio. Se obtuvo un liquido muy viscoso de color amarillo claro.
Rendimientos: 56%, 53%, 62%. Rf = 0.06 (40% acetato de etilo / éter de

petréleo).

RMN H (400 MHZ, CDCls): § 7.07 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-c-arom), 6.84 (d, 1H, J =

2.0 Hz, H-a-arom), 6.77 (dd, 1H, J = 2.0, 8.0 Hz, H-b-arom), 5.83 (t, 1H, NH), 5.49
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(dd, 1H, J = 8.0, 10.4 Hz, H-2’), 5.43 (d, 1H, J = 2.4 Hz, H-4’), 5.09 (dd, 1H, J =
3.4, 10.8 Hz, H-3), 4.87 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-1°), 4.38 (d, 2H, J = 5.6 Hz, H-1),
4.22 (dd, 1H, J = 6.8, 11.2 Hz, H-6’a), 4.15 (dd, 1H, J = 6.6, 11.4 Hz, H-6’b), 3.96
(dd, 1H, J = 7.2, 6.4 Hz H-5), 3.81 (s, 3H, OMe), 2.21 (t,2H, J = 7.6 Hz, H-3), 2.18
(s, 3H, OAc), 2.09 (s, 3H, OAc), 2.04 (s, 3H, OAc), 2.01 (s, 3H, OAc), 1.67 — 1.61
(m, 2H, J = 7.2 Hz, H-4), 1.37 — 1.22 (m, 10H, H-5 — H-9), 0.89 (t, 3H, J = 6.8 Hz,

H-10).

6.3.4 DESPROTECCION DE O-GLICOSIDOS ACETILADOS

Procedimiento General. En un balon previamente equipado con barra magnética
se peso6 1 mmol del O- glicésido peracetilado y se adicioné 18.6 mL de la mezcla
al 50% de metanol / benceno, la solucidon se agito hasta disolucibn completa.
Luego se adicion6 0.45 mL de metéxido de sodio en metanol 1.0 M y se continu6
agitando hasta que el material de partida se consumioé completamente. Finalizada
la reaccion se adicioné 20 mL de hexano, se congeld y el sélido que precipitd se

recristalizd de éter etilico.

Obtencion de N-[3-metoxi-4-(B-D-glupiranosiloxi)bencillnonanamida 31

Se usé 95.7 mg de O-glucésido peracetilado 25, 2.8 mL de mezcla 50 % metanol /

benceno y 0.067 mL de metdxido de sodio en metanol 1.0 M. Rendimiento 88 %,
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Rf = 0.56 (doble elusién:40% acetato de etilo / éter de petréleo y 80 % cloroformo

/ metanol).

RMN IH (400 MHz, DMSO) : & 8.28 (t, 1H, NH), 7.04 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Hc-arom),
6.89 (d, 1H, J = 2.0 Hz, Ha-arom), 6.76 (dd, 1H, J = 1.8, 8.2 Hz, Hb-arom), 4.89
(d, 1H, J = 7.2, H-1%), 4.22 (d, 2H, J = 5.6 Hz, H-1), 3.77 (s, 3H, MeO), 3.69 (d, 1H,
J =10.4 Hz, H-4’), 3.50 — 3.45 (m, H-5’ — H-6"), 3.30 (H-2’), 3.20 (H-3"), 2.15 (t, 2H,
J = 7.4 Hz, H-3), 1.56 — 1.53 (m, 2H, J = 6.8 Hz, H-4), 1.31 — 1.28 (m, 10H, H-5 —

H-9), 0.89 (t, 3H, J = 6.8 Hz, H-10).

Obtencion de N-[3-metoxi-4-(B-D-glupiranosiloxi)bencillnonanamida 32

Se us6 170 mg. De O-glucésido peracetilado 27, 4.6 mL de mezcla 50 % metanol
/ benceno y 0.116 mL de metdxido de sodio en metanol 1.0 M. Rendimiento 91%,
Rf = 0.57 (doble elusién:40% acetato de etilo / éter de petréleo y 80 % cloroformo

/ metanol).

RMN H (400 MHz, DMSO) : § 8.10 (t, 1H, NH), 7.03 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Hc-arom),
6.85 (d, 1H, J = 2.0 Hz, Ha-arom), 6.76 (dd, 1H, J = 8.4, 2.0 Hz, Hb-arom), 4.79
(d, 1H, J = 8.0 Hz, H-1°), 4.24 (s, 2H, H-1), 3.83 (d, 1H, J = 3.2 Hz, H-4), 3.79 (s,
3H, MeO), 3.70 (dd, 1H, J = 7.8, 9.4 Hz, H-2’), 3.65 (dd, 1H, J = 6.0, 10.4 Hz, H-
6’c), 3.59 (d, 1H, J = 4.8 Hz, H-5’), 3.53 (dd, 1H, J = 6.0, 12.4 Hz, H-6’b), 3.47 (dd,
1H, J = 3.6, 9.6 Hz, H-3’), 2.16 (t, 2H, J = 7.4 Hz, H-3), 1.59 — 1.56 (m, 2H, J = 7.0

Hz, H-4), 1.35 — 1.19 (m, 10H, H-5 — H-9), 0.87 (t, 3H, J = 6.8 Hz, H-10).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 EXTRACCION DE CAPSAICINA Y ANALISIS POR HPLC

Cumpliendo con el objetivo de generar una metodologia para la extraccion de
capsaicina, se desarrollaron dos métodos: extraccion soxhlet y percolacién con
ultrasonido. Con estas dos metodologias se evalué la capacidad extractiva de tres
solventes, acetona, acetonitrilo y metanol. Las condiciones utilizadas en cada uno

de los métodos se exhiben en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones para la extraccién de capsaicina por soxhlet y ultrasonido.

Solvente Tiempo  Temp.

n Método Caracteristicas del extracto

(mL) (h) C)
1  Ultrasonido Acgt(gma 1 36 color anaranjado opaca
2  Ultrasonido Acetggnnlo 1 36 color anaranjado translucido
3 Ultrasonido Me;%nol 1 36 color anaranjado-rojizo
4 Soxhlet Acetona 12 56 color an_aranjado 0oscuro
90 translucido
5 Soxhlet Acetgg itrilo 16 81 color anaranjado opaca
6 Soxhlet Metanol 16 65 color anaramada opaca mas
90 que la anterior

Los extractos obtenidos presentaron un color anaranjado y al concentrarse un
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color vinotinto, probablemente por la presencia de gran variedad de carotenoides.
Para la purificacion de la capsaicina se utilizé inicialmente CCR, empleando silica
y acetato de etilo / éter de petrdleo con gradiente de concentracion, logrando
disminuir el contenido de pigmentos. Otra alternativa empleada fue la extraccion
con fase solida (EFS). Inicialmente se evaluaron diferentes rellenos para
determinar cual eliminaba mas color; los resultados obtenidos se resumen en la
siguiente tabla.

Tabla 5. Rellenos de EFS evaluados

Relleno Retencion de color

Silica -
Tierra diatomeas -

Azlcar -
Bentonita -
Envicarb +

Carbon activado +
Ci18 +/-

Los simbolos negativos indican que la retencion de compuestos coloreados fue
casi nula y las muestras obtenidas luego de la extraccidbn con estos materiales
presentan el mismo color encontrandose en ellas capsaicina, lo cual se comprobo
mediante CCD. En cuanto al relleno C-18, aunque dejé un leve color amarillo,
redujo notablemente el color inicial. Por su parte, el ENVICARB® dejo las
muestras casi incoloras y el carbon activado las decolor6 completamente. No
obstante, cuando se evaluaron por CCD las extracciones obtenidas con estas tres

fases estacionarias, no se observa presencia de capsaicina con el carbdn
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activado, sin embargo se incluyo en el analisis por HPLC.

7.1.1 Curvas de calibracion

Para determinar la cantidad de capsaicina en las muestras se realizo la curva de

calibracion correspondiente. EIl patron utilizado para este fin contiene 65 % de

capsaicina y 35 % de dihidrocapsaicina por lo cual se decidié paralelamente

construir la curva de dihidrocapsaicina.

Con el fin de determinar la mejor longitud de onda para la deteccion de capsaicina

se registr0 su espectro de absorbancia en acetonitrilo y se escogio la mejor

longitud de onda a 280 nm (Figura 3).

4

AE

Figura 3. Espectro de absorbancia de capsaicina
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Se realizaron ensayos para encontrar las condiciones adecuadas de separaciony
resolucion de los picos en el cromatograma, en la tabla 6, se resumen estos

valores.

Tabla 6. Condiciones para analisis de capsaicina por HPLC

Condicion Valores
Columna C18
Flujo 0.5 mL/min.
Fase movil 70% ACN — 30 % H.0
Detector UV 280 nm
Temperatura ambiente
Presion 37 bar

mAy |

~6.587

200

100

Figura 4. Cromatograma del patrén capsaicina 65 % (6.6 min.) - dihidrocapsaicina 35%

(7.7 min.), bajo las condiciones resumidas en la Tabla 6.
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A continuacion se muestran los datos y las graficas obtenidas para las curva de

calibracion de capsaicina y dihidrocapsaicina

Tabla 7. Datos para la curva de calibracién de capsaicina

X y
29.12 747.07
11.65 341.22
4.66 120.26
1.87 91.54
0.75 21.19
PENDIENTE 25.1590062
INTERCEPTO 22.4779506
R 0.99713997

Curva de calibracion de capsaicina

areas
N
o
o
|

y = 25.159x + 22.478
R? = 0.9943

O I I I I T T
0 5 10 15 20 25 30

concentracion

35

Figura 5. Curva de calibracion de capsaicina
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Tabla 8. Datos para la curva de calibracién de dihidrocapsaicina

X y
15.68 322.77
6.27 145.65
2.51 49.56
1 39.33
0.4 9.6
PENDIENTE 20.201505
INTERCEPTO 8.8998175
R 0.9971583

area

Curva de calibracion de dihidrocapsaicina

350 ~
300 -
250 -
200 -

150 -
100 -

y = 20.202x + 8.8998
R2 = 0.9943

0 I I I

0 5 10 15
Concentracion

20

Figura 6. Curva de calibracion de dihidrocapsaicina
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7.1.2

Andlisis de extractos por HPLC

La concentracion de capsaicina y dihidrocapsaicina para las muestras extraidas y

tratadas con EFS en mg/g de muestra seca se relacionan en la Tabla 9.

Tabla 9. Concentracion de capsaicina y dihidrocapsaicina extraida por g de

muestra seca

Método Relleno EFS Solvente Concentracion Concentracién
extraccion extraccion Capsaicina Dihidrocapsaicina
mg/g mg/g
Ultrasonido Carb6n activado acetona 0.00 0.00
Envicarb acetona 0.20 0.46
C-18 acetona 0.27 0.37
Carbén activado acetonitrilo 0.00 0.00
Envicarb acetonitrilo 0.43 0.38
C-18 acetonitrilo 0.29 0.35
Carbén activado metanol 0.00 0.00
Envicarb metanol 0.72 0.58
C-18 metanol 0.5 0.55
Soxhlet Carbon activado acetona 0.00 0.00
Envicarb acetona 0.69 0.50
C-18 acetona 0.51 0.51
Carbén activado acetonitrilo 0.00 0.00
Envicarb acetonitrilo 0.82 0.63
C-18 acetonitrilo 0.54 0.58
Carboén activado metanol 0.00 0.00
Envicarb metanol 0.64 0.98
C-18 metanol 0.98 0.83
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En la Tabla 9, se puede observar que para todas las muestras tratadas con los
cartuchos fabricados con carbén activado, el contenido de capsaicina y
dihidrocapsaicina es 0.00 mg/g de aji seco. Esto indica fuertes interacciones de
estas sustancias y de los componentes del extracto con el adsorbente, de forma
gue los pigmentos y la capsaicina de la muestra quedan totalmente retenidos. Al

analizarlas por HPLC, no se observa la presencia de ningiin compuesto.

En los cromatogramas de todas las extracciones con acetona se observan
interferencias debidas a los carotenoides, es importante tener en cuenta que las
extracciones soxhlet muestran la presencia de tres picos en esta region (4.0 - 5.5
min.) lo cual no se observa cuando se trabajoé bajo las condiciones de ultrasonido

(Figura7y 8).

mAU
175
150

125

I

254

Figura 7. Comparacion de cromatogramas de las extracciones con ultrasonido-acetona
)y LC-18 (—).

purificadas a través EFS con carbén activado (——), Envicarb (
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Figura 8. Comparacion de cromatogramas de las extracciones con soxhlet-acetona
)y LC-18 (—).

purificadas a través EFS con carbdn activado (——), Envicarb (

En los cromatogramas correspondientes a las extracciones con acetonitrilo la
intensidad de las interferencias es menor comparada con las extracciones en
acetona, sin embargo cuando se utiliza la metodologia de ultrasonido las
interferencias son menores que en las extracciones utilizando soxhlet. Al igual
que en lo anterior para la extracciobn soxhlet hay presencia de tres picos
interferentes contra dos que se observan en la extraccion con ultrasonido (Figura 9

—11).
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Figura9. Comparacion de cromatogramas de las extracciones con ultrasonido-
acetonitrilo purificadas a través EFS con carbon activado (——), Envicarb ¢ )y LC-

18 (—).
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Figura 10. Comparacion de cromatogramas de las extracciones con soxhlet-acetonitrilo
)y LC-18 (—).

purificadas a través EFS con carbdn activado (——), Envicarb (
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Figura 11. Comparacion de los cromatogramas de extraccion: ultrasonido-acetonitrilo (1,
3 y 5), soxhlet-acetonitrilo (2, 4 y 6) y soxhlet-acetona (7) purificados mediante EFS con
carbon activado (1, 2), Envicarb (3,4) y LC-18 (5,6 y 7).

En los cromatogramas para las extracciones con metanol, las interferencias son
menores que las registradas utilizando acetona, menores que las de extracciones
soxhlet con acetonitrilo y mayores que las de extracciones con acetonitrilo —

ultrasonido (figuras 12 —15).
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Figura 12. Comparacion de cromatogramas de las extracciones con ultrasonido-metanol

purificadas a través EFS con carbdn activado (——), Envicarb ( )y LC-18 (—).
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Figura 13. Comparacion de cromatogramas de las extracciones con soxhlet-metanol

purificadas a través EFS con carbén activado (——), Envicarb ( )y LC-18 (—).

51



mAU -
3000?
25001
200(}:
1500:

1000]

5001

. . ‘ ‘ ‘ . ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ . ‘ : ‘ ‘
0 2 4 6 8 10mj

Figura 14. Comparacion de los cromatogramas de extraccion: ultrasonido-metanol
)y LC-18 (—).y

purificados mediante EFS con carboén activado (——), Envicarb (

soxhlet-acetona (—).
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Figura 15. Comparacion de los cromatogramas de extraccion: ultrasonido-metanol
)y LC-18 (—).y

purificados mediante EFS con carbén activado (——), Envicarb (

ultrasonido-acetona (——)
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Teniendo en cuenta los datos del la Tabla 9 y lo discutido anteriormente acerca del
contenido de impurezas presentes en los extractos, luego de los tratamientos
realizados se concluye que la metodologia soxhlet permite mayor extraccion de
capsaicina y dihidrocapsaicina comparada con la metodologia ultrasonido, lo cual
esta relacionado con que en esta técnica el solvente se recupera constantemente
evitando su saturacion. Esta saturacion sucede durante la extraccion con
ultrasonido puesto que la poca cantidad de solvente no se renueva con respecto a
la cantidad de material extraible. Sin embargo, es importante notar que la
variedad y cantidad de interferencias aumenta con la extraccion por soxhlet,
debido seguramente a que en este proceso hay un mayor calentamiento del

solvente que lo trabajado en las condiciones con ultrasonido.

Comparando los datos de concentracion de capsaicina, se encuentra que el mejor
solvente extractor es metanol. En el caso de extraccion con ultrasonido el
cartucho ENVICARB permitié mayor limpieza de la muestra y mayor concentracion
(0.72mg/g capsaicina y 0.58 mg/g dihidrocapsaicina). Para la extraccion con
soxhlet el cartucho con fase estacionaria C-18 permiti6 mayor extraccion de
capsaicina (0.98mg/g) y el cartucho relleno con ENVICARB mayor extraccion de
dihidrocapsaicina (0.98mg/g). También es importante resaltar que la técnica
soxhlet se hace mas costosa por el largo tiempo de extraccion, comparada con la
técnica de ultrasonido, sin embargo para poder aplicar esta ultima técnica se debe
pensar en mejorar su eficiencia ideando una forma continua para renovar el

solvente.
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7.2 SINTESIS DE ANALOGOS O-GLICOSIDOS
7.2.1 Reaccion de acetilacion de azlcares

Usualmente, cuando una molécula polifuncional participa en una reaccion sintética
se pretende que ocurra la transformacion especifica de un solo grupo. Este
propésito se podria alcanzar si se cuenta con un reactivo especifico que
seleccione solo el grupo funcional que reaccionara o a través de la proteccion de
varios grupos, se consigue que uno de ellos reaccione como se desea. A menudo

se adopta una combinacién de estas dos estrategias. 43

La acetilacion de grupos hidroxilos de los azUcares usados sera discutida en esta
seccion. Esta reaccion se efectud utilizando piridina y anhidrido acético. En el
mecanismo general de la reaccion, la piridina (9) se comporta como una base,
sustrayendo el proton del grupo hidroxilo del alcohol (10). Se forma entonces el
anion alcoxido (11), distinguido como un nucleofilo fuerte y el cation piridinio (12).

(Esquema 2).

Esquema 2

RO+  PyH

|

10 9 11 12
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Por su parte, el nucledfilo 11 ataca al grupo carbonilo del anhidrido acético (13)

desplazando el doble enlace del grupo carbonilo hacia el &tomo de oxigeno. Se

forma entonces el intermediario (14), estabilizado con la perdida del i6n

carboxilato, de esta manera se consigue acetilar el grupo hidroxilo, formando el

ester que es distinguido con el niumero (15) (Esquema 3).

O
CH —C//)
R-O 3 N\
S} /O —_—
\
(6]

Esquema 3

C
R-O™

+

37N\

H3C

AN

o]

HsC

o

15

Cuando la reaccién ocurre con la glucosa, el mecanismo descrito ocurre con

participacion de cada uno de los hidroxilos presentes en la molécula, como se

representa en la Ecuacion 1.
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OH OAc

P 0]
HO Piridina, OAC, - ACO (1)

HO AcO

OH
oH OAc OAC

16 17

Durante el desarrollo sintético de este trabajo se acetild la glucosa y galactosa
prepararandose 1,2,3,4,6-penta O-acetil-a-D-glucopiranosa (17) y 1,2,3,4,6-penta
O-acetil-a-D-galactopiranosa (18), respectivamente sus estructuras se exhiben a

continuacion.

OAc AcO OAc

AcO
AcO AcO
OAC OAC

OAc OAc
17 18

Estos compuestos fueron utilizados directamente, sin su caracterizacion

espectroscopica.
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7.2.2 Bromacién anomérica de los azucares peracetilados 17 y 18

La protonacion es el método mas comun para convertir los grupos acetiloxi
(MeCOO-) en buenos grupos salientes, transformados en acido acético al
desprenderse de la molécula. En el caso del carbono anomérico la salida de este
grupo conlleva a la formacién de un carbocatién. Particularmente, la bromacion se
realizd teniendo en cuenta la utilidad de este elemento en la quimica de
carbohidratos, especialmente en reacciones de sustitucion nucleofilica como

grupos salientes en bromuros de 1- glicopiranosilos.

El mecanismo de reaccién correspondiente a la etapa de bromacién es
consistente con una sustitucion nucleofilica unimolecular (SNY). En el caso de la
glucosa peracetilada 17, el mecanismo se inicia con la protonacion del oxigeno
unido al carbono anomérico del azlcar protegido, generando consecuentemente el
acido acético. Con esto se origina el carbocation en C-1 (20), estabilizado por

resonancia y fuertemente electrofilico (Esquema. 4).

Aunque todos los atomos de oxigeno en el compuesto 17 también podrian ser
protonados, solo se forma el carbocation anomérico 20, estabilizado por el par
electrénico no enlazado del oxigeno piranésido, cuando la carga positiva se

dispersa entre los atomos de carbono y oxigeno adyacentes.
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Esquema 4

OAc OAcC

AcO

AcO O’)

@)
AcO ® ©
OA /—; Br —>» AcO OAC
O __CHs oF

~ c ®\C _CHg
17 | 19 | |
O o)
OAc OAc

®

®) @)

AcO \ .- AcO
AcO ) AcO
OAc OAc
20

El bromuro proveniente del HBr ataca ahora al carbocatiéon 20. Durante el ataque

del i6n bromuro, la conformacién semisilla del carbocatién, identificada como | es

la mas estable y favorece la entrada de este i6n por el extremo axial. Cuando se

forma el enlace C-Br el anillo piranésido adquiere la conformacion silla 1l mas

estable. Para llegar a esta conformacion, todos los grupos acetilos menos el del

carbono C-1 cambian su orientacion axial a ecuatorial.

AcO & OAc
OA : o}
- AcO
AcO N
ataque Axial OAc
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La ecuacion que muestra la etapa de bromacioén para la glucosa y galactosa es la

siguiente (Ec. 2):

RZOAC RZOAC
0 HBr / AcOH 30% - ') (2)
Rl R1
AcO AcO
OAc OAcC
OAc Br
17 R;: OAc, Ry H 21 R;:OAc, Ry H
18 R;:H, R,: OAc 22 R4:H, Ry OAC

De esta forma se prepar6 el bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosilo
(21) y el bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosilo (22). Los

rendimientos después de purificacion por CCR son exhibidos en la Tabla 10.

OAc AcO OAc

AcO
AcO AcO
OAC OAc

Br Br
21 22

Tabla 10.  Rendimientos para los bromuros 21y 22

Entrada Producto % Rendimiento del bromuro
1 Br-Glu 21 69
2 Br-Glu 21 61
3 Br-Glu 21 94
4 Br-Glu 21 92
5 Br—-Gal 22 92
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Esta reaccidn se repitié varias veces con el fin de adquirir destreza en el manejo
de esta clase de quimica. En uno de los intentos se consiguio la bromacién de la
glucosa peracetilada 21 en un rendimiento de 94% (entrada 3, Tabla 10). Por su
parte, se realizé una vez, la bromacién de la galactosa pentaacetilada obteniendo

el producto con un rendimiento de 92% (entrada 5, Tabla 10).

Por otra parte, en la Tabla 11 se relacionan las sefales observadas en los
espectros de RMN 'H de los protones de los productos, al igual que los

desplazamientos quimicos (3, ppm) y los acoplamientos correspondientes (J, Hz)..

Tabla 11. &’sy J’s de los protones en los bromuros de glicopiranosilo

Br-Gl| H-1 H-2 H-3 H-4 H-5
J(Hz) J(Hz) J(Hz) J(Hz) J(Hz)
21 6.59, (d) 4.82, (dd) 5.54, (dd) 5.14, (dd) 4.28, (m)
4.0 4.0,10 9.6,10 9.2,10.8
22 6.68, (d) 5.04, (dd) 5.39, (dd) 5.50, (dd) 4.47, (ddd)
3.9 3.9,105 3.3,105 12,33 1.2,6.2,7.3

En el andlisis de las sefiales de la Tabla 11, se consideraron los protones
anomericos, desplazados a campo bajo por el efecto desprotector del bromo.
Estos protones generan sefiales con desplazamiento quimico y constantes de
acoplamiento muy parecidas, producidas por acoplamiento ecuatorial — axial entre

los protones H-1y H-2 en ambos azucares.

Igualmente se distingue el protén H-4 acoplado con H-3 y H-5 y por tal motivo

generando un doblete de dobletes (dd). EI valor de las constantes de
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acoplamiento en la glucosa 21 es mayor porque ocurre un acoplamiento H-4 - H-3
y H-4 - H-5 axial —axial. En la galactosa el acoplamiento es ec — ax en ambos

casos, por lo que las J’s son menores.

De otro lado, en la Tabla 12, se presentan las bandas de IR mas importantes que

distinguen a los grupos funcionales en los bromuros sintetizados.

Tabla 12. Senales de IR de los bromuros obtenidos

N vemt Asignacion de grupo
2800 —3000 C-H
21-22
1747 C=0 éster
1221 C-0O éster

Como se muestra en la Tabla 12, las sefiales de IR para ambos compuestos son
idénticas, esto demuestra la utilidad de la espectroscopia de RMN para la

caracterizacion de estas sustancias.

7.2.3 Sintesis de O—Glicosidos

La reaccion de Koenigs Knorr es un procedimiento clasico para la sintesis de
O-glicosidos partiendo de un haluro de 1-glicopiranosilo y de un alcohol o fenol, en

presencia de una base o un acido de Lewis.

Para llevar a cabo esta reaccion se utilizaron los bromuros 21 y 22 que fueron
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sintetizados y la N-vainillinonanamida 8, un analogo de la capsaicina, también
con un grupo hidroxilo en el anillo aromatico. La reaccion se efectué primero en
una sola fase con muy bajos rendimientos y generando también el producto de
eliminacion. Posteriormente, con base en los resultados alcanzados en los
intentos anteriores, se procedié a realizar la catalisis por transferencia de fase,

obteniendo mejores resultados.

El mecanismo de esta reaccion en medio basico ocurre via sustitucion nucleofilica
bimolecular (SN?). Inicialmente la base sustrae el protén del grupo hidroxilo

formando el ibn fenéxido, un nucleofilo fuerte.

En el Esquema 5 se observa que la base abstrae un proton del fenol, generando el

ion fendxido correspondiente.

Esquema 5

o 0

HsCO )I\ H5;CO

A PN ®

© H j@/\” R+ e
B ~ )
0

H—O
N 8 23

R: CgH17

El bromo por su parte es buen grupo saliente y al salir se lleva el par de electrones
con los que se enlazaba al atomo de carbono. Como se muestra en el Esquema

6, con la salida del bromuro se forma el O-glicésido que tiene en el carbono C-1
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una configuracion inversa a la configuracion del bromuro de partida, de ahi que los

productos obtenidos presenten una configuracién anomérica f.

Esquema 6

OAc
H,CO
AcO —
AcO ’/\@o

HeCO
0 0

AcO
AcO -
OAc OAct
Br
R: C8H 17 | BI’
21 23 24
O
HyCO P
OAc DAH R
Q
AcO O
AcO
OAc

25

En la Ecuacion 3, se presenta la reaccion general para la obtencion del N-[3-
metoxi-4-(tetra-O-acetil-B-D-glupiranosiloxi)bencillnonanamida (25) mencionado

anteriormente.
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OAc
HsCO /ﬂ\\//A\\//\\//A\V//
(6] :I::::T/A\

AcO H
(o
AcO +
OAc HO
Br
21 23
3)
(0]
HsCO /ﬂ\\//«\v//\\//«\\//
onc DAH
(0]
AcO 0
AcO
OAc
25

Como ya se menciond con esta metodologia se realizaron varios intentos de o-
glicosidacion usando N-vainillinonanamida 8 andlogo de la capsaicina y bromuro
de glucopiranosilo con el fin de encontrar las mejores condiciones de reaccion,
obteniéndose el O-glicésido 25 en diferentes rendimientos, que son presentados

en la Tabla 13.

Al concluir las reacciones de O-glicosidacion después de separar por CCR se
observé por RMN H la presencia del producto O-glicésido, el material de partida
N-vainillinonanamida 8 y glucal 26 como producto colateral. Parte del reactante
limite 8 se recuperd debido a que el bromuro de glucopiranosilo sufrié eliminacion

produciendo el glucal 26, con doble enlace entre los carbonos C-1 — C-2.
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OAc

O
AcO
AcO = H
OAc
26

Tabla 13.  Resultados de las reacciones de O—glicosidacion en una fase
N Br-Glic 8 Base Solvente Cond|C|oTnes de reacgon %
(eq)l | (mmol) (eq) (mL) t (h emp. at,
M 1 e | (eq.
K2COs3 Acetona 26 (0%)
1 11 0.466 (2.0) 20 4 50 0 25 (16)
K2COs3 Acetona 26 (47%)
2 15 0.323 (2.0) 20 4 50 0 25 (20)
K2CO3 Acetona 26 (13)
3 11 0.470 (2.0) 20 19 amb. 0.2 25 (21)
NaOH | 2.0 MeCN 26 (0%)
4 11 0.232 (1.0) 2.0 H,0 15 amb. 2.28 25 (21)
K.CO3 MeCN 26 (13%)
5 1.1 0.464 (2.0) 20 19 amb. 0.04 25 (32)

Este compuesto se identific6 por RMN H! por la sefial vinilica del protdn

H-C1 desplazada a campo bajo.

probablemente se vio favorecida

Para este caso, aunque la base era débil,

la formacion de este producto por el
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calentamiento y la ausencia de catalizador. Cuando se us6 como solvente el
acetonitrilo, se permiti6 una mayor libertad al nucleofilo para atacar al bromuro,
debido que es un solvente mas polar que la acetona y facilita la salida del bromo,
posiblemente via SN , pero con mayor posibilidad de un ataque ecuatorial del

oxigeno, por el tamafio voluminoso del grupo saliente, en este caso el bromo

Efectivamente al utilizar acetonitrilo (entrada 5) el porcentaje de O-glicésido crecio.
Pero como la reaccion seguia siendo lenta, se penso en otras opciones, como las
mostradas en la entrada 4. Estas promovieron una reacciéon mas limpia, sin la
presencia del producto interferente 26, con un rendimiento relativamente alto
respecto a los otros intentos. Este resultado abrido las puertas para utilizar la
catdlisis con transferencia de fase, buscando no solo mejorar el rendimiento, si no
también disminuir el tiempo de reaccion y reducir las posibilidades de generar

producto de eliminacion.

En la Tabla 14 se muestran las sefiales de RMN 'H para cada uno de los

protones del compuesto de eliminacion obtenido en esta reaccién

Tabla 14.  Sefales por RMN 'H del compuesto 26

protén d ppm multiplicidad J (Hz)
H-1 6.65 S
H-3 5.60 D 4.3
H-4 5.25 T 5.0
H-5 4.40 M
H-6 4.45 dd 6.5,11.4
4.25 dd 29,114
CHs acetil 2.10 S
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Se observa la presencia del proton anomérico (C-1), como un singlete, con
desplazamiento quimico consistente con el de un protén vinilico a 6.65 ppm
(entrada 1, Tabla 14). EI protén de C-3 por su parte, se encuentra desplazado
mas a campo bajo, por el efecto anisotropico del doble enlace, que se encuentra
en posicion a. lgualmente se puede indicar la presencia de 3 grupos metilo de los
acetato a 2.10 ppm. La ausencia de un cuarto metilo se explica por el

solapamiento de una de las sefial, al resonar en la misma frecuencia.

Con el experimento COSY ?!H-'H (Figura 18), se logra establecer las
conectividades de los protones para este compuesto. Asi, se observan entre los
protones H-3 (5.60 ppm) y H-4 (5.25) acoplamientos para protones metinicos,
igualmente entre H-4 y H-5 (4.40), este Ultimo protdn se acopla con dos protones
metilenicos H-6 a y H-6 b (4.45, 4.25). wuna evidencia importante en este
experimento lo constituye la ausencia de conectividad para el proton vinilico que
resuena a 6.65 ppm el cual se establecia cono H-1. Estos acoplamientos se

resumen en la Figura 16.

2.10 5.25 4.45
OAc H-4 H-6

_ \

H-1  H-3  H5
6.65 5.60 4.40

Figura 16. Conectividades observadas en el COSY H-'H para 26
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Mediante el experimento JMOD (Figura 19), se observa los cuatro (4) carbonos
cuaternarios correspondientes a los grupos acetatos que resuenan entre 170 —

169 ppm. Ademas se distingue el carbono vinilico cuaternario asignado como C-2.

Los otros desplazamientos quimicos estan en concordancia con los descritos en la

literatura para este tipo de compuestos acetilados.
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|||||||||

69



OAc

ﬁ; 2
—_——
1 ©
&
-3
4
2 s
—5
j o 2] m -
a A
—6
— o
[_ppm
T B ey T
ppm 6 5 4 3 2

Figura 18. Espectro COSY 'H-'H para 26
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Figura 19. Espectro JMOD para 26
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La catdlisis por transferencia de fase implica una reaccién via mecanismo Sn.?
Con esta metodologia se trabajé usando dos fases agua y diclorometano. En ellas
estaban repartidos los reactivos y productos segun su afinidad. El bromuro (Gli-
Br) se encuentra en la fase organica y el nucleofilo formado por la extraccién del
protén del grupo hidroxilo de la vainillinonanamida ("OAr) por el hidréxido de sodio

se encuentra originalmente en la fase acuosa.

La reaccion se inicia cuando es adicionado el catalizador de transferencia de fase
Q*Br (Q: cetil trimetil amonio). En el proceso se presentan tres equilibrios
importantes. Cuando el ion Na* permanece en la fase acuosa, el ion Q* cruza la
interfase transportando el ion "OAr en equilibrio. Una vez el idbn OAr entra a la fase
organica, comienza la reaccion de O-glucosidacion, produciendo ademas del o-

glicésido la sal Q*Br -~ que es introducida en la fase acuosa

Con este conjunto de equilibrios se garantiza la presencia del ion "OAr en la fase
organica y la posibilidad que reaccione con el bromuro de glicopiranosilo en la
etapa determinante de la velocidad, ya que todos los equilibrios ocurren mas

rapidamente que la reaccion. (Figura 20).
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Fase @

© ® o ® © ® 06
acuosa Q OAr + Na Br Q Br + Na OAr | =—= NaOH * HOAr
3 ‘

4 1‘
Fase ®0 6 ® o
organica Q OAr + Glu—Br—— > Q Br + GIlu—OAr HOAr

Figura 20. Equilibrios en la reaccién de O-glicosidacién por catalisis por transferencia de

fase Q: cetiltributilamonio

Empleando la transferencia de fase se realizaron varios ensayos para escoger las
condiciones optimas de reaccién, con el bromuro de glucosa. Las condiciones
trabajados y los resultados obtenidos con esta metodologia son recopiladas en la

Tabla 15.

Efectivamente el cambio de las condiciones mejor6é notablemente el rendimiento al
doble del valor obtenido antes y los tiempos de reaccion disminuyeron
sustancialmente. Se utiliz6 el hidroxido de sodio porque es una base fuerte
soluble en agua, también se utilizd un exceso de vainilliinonanamida, para que

todo el bromuro reaccionara.

Por otra parte, la cantidad de base utilizada en la reaccidén es importante, ya que

influye en el tiempo de reaccion y en el rendimiento.
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Tabla 15.

Condiciones utilizando catalisis por transferencia de fase

. Br-Glic 8 (Eq) NaOH | 2 mL (1:1) Condiciones de reaccion y
(mmo)l 9 (eq) solventes t Temp. | Cat. 0
(h) °C Eq.
Br-Gluc H,O 26 (0%)
1 (0.26) 2.0 0.001 CH,Cl, 5 amb. 10 |5 (42)
Br-Gluc H20 26 (0%)
2 (0.28) 2.0 37 CH,Cl, 4 amb. 10 |5 (54)
Br-Gluc H,O 26 (0%)
3 (0.28) 2.0 3.7 CH,Cl, 3.40 amb. 10 |55 (52)
26 (0%)
Br-Gluc H,O
4 (0.28) 2.0 3.7 CH,Cl, 3.50 amb. 1.0 |25(53)
Br-Gal H,O 26 (0%)
5 (0.28) 2.0 3.7 CH,Cl, 3.50 amb. 10 |5 (57)
Br-Gal H,O 26 (0%)
6 (0.29) 2.0 3.7 CH,Cl, 3.50 amb. 10 |5 (55)
Br-Gal H,O 26 (0%)
7 (0.28) 2.0 3.7 CH,Cl, 3.50 amb. 10 |5 (64)

Obtenidas las condiciones para la O-glicosidacion con catalisis por transferencia
de fase utilizando el bromuro de glucosa, se realiz0 las reacciones para obtener el

derivado o-galactésido respectivo, los porcentajes fueron muy similares a los

obtenidos para el o-glucésido.

Los desplazamientos quimicos de las sefiales de los O-glicosidos obtenidos por




transferencia de fase se exhiben en la Tabla 16. Para el andlisis del espectro de
RMN 'H se dividié la molécula en tres regiones representativas, la region alifatica
que contiene el grupo amido, la regién aromatica y la region que contiene al

monosacarido.

En la region alifatica, los desplazamientos quimicos (8, ppm), y las constantes de
acoplamiento (J, Hertz) de los o-glicosidos acetilados obtenidos son muy
parecidas. Se observa la sefial ancha caracteristica del H-N del grupo amido
desplazada a campo bajo por la accién desprotectora del grupo carbonilo y
parcialmente desdoblada por la presencia del metileno contiguo. EI carbono
adyacente al grupo amido por el atomo de nitrégeno, presenta dos protones los
cuales estan ligeramente desprotegidos por el anillo aromatico y el grupo amido,
desplazandose de esta manera a campo bajo (4.38 ppm), la sefial que se obtiene

es un doblete por la interaccion con el proton del H-N.

Mas hacia campo alto se encuentran los protones H-3 unidos directamente al
grupo carbonilo lo que hace que estén mas desplazados a campo bajo que el
resto de los protones en la cadena alifatica, resuenan a 2.20 para el o-glucosido y
2.21 para el o-galactosido, formando un triplete. Los protones H4 hasta H-9 por
multiples interacciones unos con otros se encuentran formando multiplete. El H-10
tiene su desdoblamiento caracteristico a triplete y es el proton que se encuentra

mas protegido por lo cual presenta el menor desplazamiento (0.89 ppm).
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Los anteriores acoplamientos son corroborados mediante el HOMOCOSY H -1 H
donde se observa claramente que el H-3 acopla con H-4 y este a su vez con el
protdn vecino que esta en el multiplete (entrada 5), finalmente este presenta una

acoplamiento con los protones del —CHs (H-10).

Los tres (3) protones aromaticos presentes en el anillo se observan claramente en
el espectro con sus desdoblamientos bien definidos. Los desplazamientos
quimicos a campo bajo ~ 7 ppm son caracteristicos de estos protones. El protén
Ha se presenta como un doblete con una J= 2 Hz se desdobla por la presencia de
Hb, pero el desdoblamiento no esta evidente y esto es posiblemente a que la
distancia entre ellos ya comienza a ser muy grande. La sefial del protdbn Hb se
presenta como un doblete de dobletes debido a que se acopla con Ha (Jan =
2.0Hz) a distancia y con Hc (Jbc = 8Hz) adyacente, este se encuentra mas
despalzado a a campo bajo que las sefales de los otros dos protones debido a la

desproteccion que ejercen los atomos de oxigeno cercanos a este proton.

La presencia del grupo metoxilo se observa como un singlete que integra para 3 H
a 3.8 ppm. En el HOMOCOSY no se observa ningun acoplamiento como es de

esperarse.

En la region del monosacéarido se destaca la sefal del protbn anomérico, que
corresponde a un doblete con desplazamiento & = 4.9 ppm. El valor tan grande

de la constante de acoplamiento, cuyo J = 8.0 Hertz, es caracteristica de
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acoplamientos ax — ax, en este caso de H-1 axial y H-2 axial, cuyos valores son

reportados como los mas altos.

Tabla 16. &’sy J's de los protones de los O —glicésidos

O-GLUCOSIDO 25

O-GALACTOSIDO 27

PROTON 5. J (H2) 5, J (H2)
Region alifatica
H-1 4.38 (d) 4.38 (d)
5.6 5.6
H-2 5.72 5.83 (1)
H-3 2.20 (1) 2.21 (1)
7.4 7.6
H-4 1.66 — 1.63 (m) 1.67 — 1.61 (m)
7.4 7.2 Hz
H-5 — H-9 1.31-1.21 (m) 1.37 - 1.22 (m)
H-10 0.87 (1) 0.89 (1)
6.8 6.8
Region aromatica
Ha 6.82 (d) 6.84 (d)
2.0 2.0
Hb 6.76 (dd) 6.77 (dd)
1.8,8.2 2.0,8.0
Hc 7.05 (d) 7.07 (d)
8.4 8.0
Hd 3.80 (s) 3.81 (s)
Regién monosacarido
H-1 4.91 (d) 4.87 (d)
8.0 8.0
H-2 5.17 (d) 5.49 (dd)
8.0 8.0,10.4
H-3’ 5.27 (M) 5.09 (dd)
4.0 3.4,10.8
H-4 5.15 (dd) 5.43 (d)
4.8, 14.8 24
H-5' 3.74 (ddd) 3.96 (dd)
24,48,14.4 7.2,6.4
H-6'a 4.27 (dd) 4.22 (dd)
4.8,12.8 6.8,11.2
H-6'b 4.15 (dd) 4.15 (dd)
24,124 6.6,11.4
CHs acetil 2.09 (s) 2.10
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La diferencia entre los derivados de la glucosa 25 y galactosa 27 se observa en la
region del monosacarido por el acople del proton H-4’ con H-3’ y H-5". El valor
para el O-glucésido es mayor por el acoplamiento axial — axial entre H-4’ — H-3' y
H-4 - H-5. Por su parte, en el N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-B-D-
galactopiranosiloxi)bencillnonanamida 27 el acoplamiento es ec — ax en ambos

casos, en este caso las J’'s son menores.

(0]

H3CO N)]\/\/\/\/
AcO OAc D/\H
27

Q 0
AcO
OAc

Para ambos compuestos es importante resaltar , las sefiales producidas por los
protones diasterotépicos H-6 los cuales en el O-glucésido se observan como ddd y

en el O-galactésido como dd.

Mediante las sefiales observadas en el espectro COSY 'H'H se establece
claramente el sistema de espines para los monosacaridos, Con este se dedujo la
posicion del carbono anomérico como el inicid de este sistema de espines y los
protones metilenicos H-6a y H-6b (4.27, 4.15) con los protones metilenicos como

el final.(Figura 22-25)

78



5.17 5.15 4.27
H-2 H-4 H-6

\

H-6

/ 4.15

H-1  H-3  H5
4.91 5.27 3.74

25

5.49 5.43 4.22
H-2 H-4 H-6

H-1  H-3  H5
4.87 5.09 3.96

27

Figura 21. Conectividades observadas en el COSY !H-!H para la regién que contiene el

monosacérido en los O-glicésidos 25y 27
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Figura 22. Espectro de RMN 'H de N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-B-D-glupiranosiloxi)benciljlnonanamida 25
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Figura 23. Espectro de HOMOCOSY N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-3-D-glupiranosiloxi)bencillnonanamida 25
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Figura 24. Espectro de RMN H de N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosiloxi)bencillnonanamida 27
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Figura 25. Espectro de HOMOCOSY de N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosiloxi)bencillnonanamida 27



7.2.4 Reaccion de desproteccion de los grupos hidroxilos en los productos O-

glicosilados

La reaccion de desproteccion implica la transformacion de los grupos acetilos

(OAC) del azucar contenida en el O-glicosido a grupos hidroxilo. En esta reaccion

se utiliza metoxido de sodio en metanol, donde el carbono del grupo carbonilo al

tener una carga parcial positiva es electrofilico y facilmente atacado por el i6n

metoxido, nucleofilo fuerte, formando de esta manera un intermediario con carga

negativa (28) . La estabilizacion del intermediario se lleva a cabo con la perdida

del grupo R-O, con lo cual se regeneran los grupos hidroxilos en la fraccion

monosacarido del O-glicésido sintetizado.

La ecuacion 4 se representa la reaccion general de desproteccion para el O-

glucésido 25
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T

H3CO )j\/\/\/\/
17
27

OAc
(@]
AcO ©
AcO
OAc
l (@]

HaCO )]\/\/\/\/
D/\N
31

T

OH
Q
HO ©
HO
OH

Las estructuras de los O-glicosidos desprotegidos son exhibidas a continuacion:

o
cho Mv
N
OH D/\H
0
HO °
HO
OH 31
o
HaCO M\/\/
N
Q o
HO
OH

32

Las sefales de los protones de los O-glicésidos sintetizados se recopilan en la

Tabla 17.
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Tabla17. &’sy J’s de los protones de los O —glicosidos 31 y 32 desprotegidos

O-GLUCOSIDO 31

O-GALACTOSIDO 32

PROTON 5 8

J (H2) J (Hz2)

Region alifatica

H-1 4.22 (d) 4.24 (d)
5.6 5.6

H-2 8.28 8.10 (1)

H-3 2.15 (t) 2.16 (t)
7.4 7.4

H-4 1.56 — 1.53 (m) 1.59 — 1.56 (m)
6.8 7.0 Hz
H-5 — H-9 1.31-1.28 (m) 1.37 - 1.19 (m)

H-10 0.89 (t) 0.87 (t)

6.8 6.8
Region aromatica

Ha 6.89 (d) 6.85 (d)
2.0 2.0

Hb 6.76 (dd) 6.76 (dd)

1.8,8.2 2.0,84

Hc 7.04 (d) 7.03 (d)
8.4 8.0

Hd 3.77 (s) 3.79 (s)

Regién monosacéarido

H-1 4.89 (d) 4.79 (d)
7.2 8.0

H-2 3.30 3.70 (dd)

--- 7.8, 9.4

H-3 3.20 3.47 (dd)

--- 3.6, 9.6

H-4’ 3.69 (d) 3.83 (d)
104 3.2

H-5 3.59 (d)
4.8

H-6'a 3.65 (dd)

3.50 - 3.45 6.0, 10.4

H-6'b 3.53 (dd)

6.0,12.4
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En la tabla 17 se observa que para la region aromatica y la region alifatica
incluyendo el grupo amido los &’s y J’s de los protones son similares a los valores
correspondientes de estos compuestos protegidos. Las principales diferencias
radican en la region del monosacarido, donde al igual que lo discutido en la
seccién de O-glicosidacion, los acoplamientos ax — ax entre proton H-4' — H-3" y
H-4’ — H-5" en el O-glucésido son mayores que los encontrados en la O-galactosa,
donde los acoplamientos de estos mismos protones son ax — ec. Es importante
también resaltar que los desplazamientos en los protones del monosacaridos se
disminuyen notablemente debido a que ya no cuentan con el efecto desprotector

del grupo acetilo.

En los experimentos COSY para los dos compuestos desprotegidos se observan
los mismos sistemas de espines ya establecidos en el apartado de O-glicosidacion

(seccion 6.2)
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Figura 26. Espectro de RMN H de N-[3-metoxi-4-(B-D-glupiranosiloxi)bencillnonanamida
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Figura 27. Espectro de HOMOCOSY N-[3-metoxi-4-(B-D-glupiranosiloxi)bencillnonanamida 31
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Figura 28. Espectro de RMN 'H de N-[3-metoxi-4-(B-D-galactopiranosiloxi)bencillnonanamida 32
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Figura 29. Espectro de HOMOCOSY de N-[3-metoxi-4-(B-D-galactopiranosiloxi)bencillnonanamida 32
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8. CONCLUSIONES

Aunque no se lograron caracterizar los O-glicosidos propuestos, derivados de la
capsaicina, si se obtuvieron los derivados O-glucésidos y O-galactésidos
derivados de la Vainillinonanamida, los cuales son presentados y discutidos en

este trabajo e identificados mediante un analisis espectroscopico.

La catdlisis por transferencia de fase es una metodologia adecuada para la
reaccion de O-glicosidacion, ya que mediante esta se obtienen buenos
rendimientos en condiciones suaves y tiempos menores evitandose la formacion

del producto de eliminacion 26.

Los productos O-glicosidos andlogos a la capsaicina sintetizados a partir de la
vainilliinonanamida 8, mostraron un mejor comportamiento frente a la solubilidad,
ya que fueron mas solubles en metanol y etanol, que la vainillinonanamida de

partida.

Se determin6 que esta metodologia es eficiente para la sintesis de O-glicésidos
con capsaicina, bajo las condiciones optimizadas, porque los resultados

demostraron la formacion del compuesto O-glicosidico esperado.

Teniendo en cuenta que las modificaciones realizadas aun no han sido reportadas,
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se concluye que esta investigacion es un aporte importante en la sintesis de
prodrogas derivadas de capsaicina, probablemente con caracteristicas citotoxicas

diferentes.

La extraccion de capsaicina por soxhlet con metanol produjo buenos resultados al

compararse con acetona y acetonitrilo y la técnica de precolacion por ultrasonido.

La utilizacion de ENVICARB permiti6 una mayor limpieza de la muestra con una
decoloracién casi completa y buenos resultados en la recuperacion. Es importante

seguir investigando para determinar mejores condiciones.
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