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Sintese do analogo da capsaicina N-(4-hidroxi-3-
metoxibenzil)butanamida para futura aplicacdo tecnoldgica

Synthesis of the capsaicin analog N-(4-hydroxy-3-
methoxybenzyl)butanamide for future technological application

Gabriela Cassim Rissi!, Clara Cristina Ansolint, Alexandre Engel Visentin?, Alessandra
Machado-Lunkes?

RESUMO

A capsaicina € um composto presente na pimenta, que possui propriedades anticancerigenas, analgésicas,
antioxidantes e anti-inflamatéria. Entretanto, a sua aplicacdo é limitada devido a sua toxicidade e alta
pungéncia, assim, para se utilizar das propriedades bioldgicas benéficas da capsaicina se faz necessario a
sintese de seus analogos que ndo apresentem efeitos nocivos e indesejaveis. O objetivo do estudo foi
sintetizar o analogo da capsaicina N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)butanamida, caracterizar o produto por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e purificar por meio da técnica de cromatografia em coluna
aberta. Para a sintese utilizou-se o0 método de condensacéo de vanililamina e cloreto de acido em um sistema
bifasico. A reacéo obteve um rendimento bruto de 64,94%, um rendimento consideravelmente baixo que pode
ser atribuido a uma baixa agitacédo, que resultou em ma formacdo do sistema bifasico. O cromatograma
indicou que o produto obtido corresponde a N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)butanamida e que o procedimento de
purificagéo foi capaz de reduzir significativamente as impurezas, apresentando uma pureza de 98%.
PALAVRAS-CHAVE: Analogo da capsaicina; sintese quimica, cromatografia liquida.

ABSTRACT

Capsaicin is a compound found in chili peppers that has anticancer, analgesic, antioxidant and anti-
inflammatory properties. However, its application is limited due to its toxicity and high pungency, so in order to
make use of capsaicin's beneficial biological properties, it is necessary to synthesize its analogs that do not
have harmful or undesirable effects. The aim of this study was to synthesize the capsaicin analog N-(4-
hydroxy-3-methoxybenzyl)butanamide, characterize the product by High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and purify it using the open column chromatography technique. For the synthesis,
the vanillylamine and acid chloride condensation method was used in a two-phase system. The reaction
obtained a gross yield of 64.94%, a considerably low yield that can be attributed to poor stirring, which resulted
in poor formation of the biphasic system. The chromatogram indicated that the product obtained corresponds
to N-(4-hydroxy-3-methoxybenzyl)butanamide and that the purification procedure was able to significantly
reduce impurities, showing a purity of 98%.

KEYWORDS: Capsaicin analog; chemistry synthesis, liquid chromatography

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, houve um aumento significativo no interesse dos consumidores
por alimentos mais naturais, com baixa presenca de conservantes, 0 que impulsionou um
aumento nas pesquisas relacionadas a esse tema. Atualmente, esses estudos estdo
concentrados na investigacdo de compostos de origem natural e extratos de plantas que
possuem propriedades antimicrobianas e antioxidantes, com o objetivo de manter a
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estabilidade dos lipidios nos produtos que os contém (ROSA et al., 2002; XIANG et al.,
2021).

Nesse contexto, a pesquisa sobre capsaicinoides tem se intensificado. Estes séo
compostos encontrados na pimenta, em plantas do género Capsicum. O capsaicoide mais
comum na pimenta é a capsaicina, seguida pela diidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina,
homodihidrocapsaicina e homocapsaicina (HERNANDEZ-PEREZ et al., 2020). Atualmente,
0 numero de pesquisas relacionadas a capsaicina tem crescido devido as suas amplas
aplicacbes e beneficios, que incluem propriedades anticancerigenas, analgésicas,
antioxidantes e anti-inflamatorias (MELGAR-LALANNE et al, 2017).

Entretanto, a aplicacdo da capsaicina € limitada devido a sua toxicidade e alta
pungéncia, que estdo associadas a presenca de uma ligacdo amida conectada a um anel
vanilila e a uma cadeia acila (SZOLCSANY!I et al., 1975; DIAZ-VIDAL et al., 2020). Estudos
anteriores demonstraram que analogos com uma cadeia de carbono contendo menos de
seis atomos e/ou com uma cadeia de carbono variando entre 14 e 20 &tomos ndo exibem
pungéncia (CASTILLO et al., 2007, WATANABE et al., 1993). Portanto, para aproveitar as
propriedades benéficas da capsaicina, € necesséario sintetizar analogos que néo
apresentem efeitos nocivos e indesejaveis (WANG et al., 2009).

Com isso, o presente estudo tem como objetivo sintetizar o andlogo da capsaicina
N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)butanamida. O produto obtido sera caracterizado por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e purificado por meio da técnica de
cromatografia em coluna aberta.

MATERIAIS E METODOS
MATERIAS

Os reagentes cloridrato de 4-hidroxi-3-metdxibenzilamina (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos) e cloreto de butanoila (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) foram adquiridos por
importacdo. Os demais reagentes no comércio nacional: bicarbonato de sodio (Dindmica,
Brasil), cloroformio (Dindmica, Brasil), silica gel 60 (0,040 - 0,063 mm), solugéo de &cido
cloridrico a 2%, solugéo salina a 20%, sulfato de magnésio anidro (ISOFAR, Brasil), hexano
(NEON, Brasil), e acetato de etila (ALPHATEC, Brasil). Os equipamentos e vidrarias
utilizados foram: rota-evaporador Fisatom (Brasil), coluna de 36 cm (SPORTLABOR,
Brasil), funil de separacdo (FORTLABOR, Brasil) e condensador de Graham
(FORTLABOR, Brasil).

METODOS
Sintese da N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)butanamida

Combinou-se o cloridrato de 4-hidréxi-3-metoxibenzilamina, bicarbonato de sédio e
agua destilada em um baldo acoplado a um condensador de Graham, mantendo agitacéo
constante e temperatura a 20 °C durante trinta minutos. Apds esse periodo, adicionou-se 0
cloroférmio e deixou-se sob agitacdo por mais quinze minutos. Em seguida, adicionou-se
uma solucéo de cloroformio com cloreto de butanoila em gotejamento com agitacéo alta e
deixou-se por mais trinta minutos. Apés esse intervalo, aqueceu-se gradualmente na faixa
de temperatura entre 35 °C e 40 °C, continuando até a conclusdo da reacdo (WANG et al.,
2009). O progresso da reacao foi monitorado por meio de cromatografia em camada
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delgada (CCD), e a deteccéo das substancias presentes nas placas foi realizada utilizando
uma lampada de ultravioleta (UV).

Para a extracdo do produto bruto, transferiu-se o conteudo do baldo para um funil de
separacao e realizou-se a lavagem utilizando cloroférmio. Apés as lavagens, observou-se
uma fase organica e outra aquosa dentro do funil. Lavou-se a fase organica com
cloroférmio, seguida por acido cloridrico a 2% e, por fim, a ultima lavagem com solugéo
salina a 20%. Apds essa etapa, adicionou-se sulfato de magnésio para capturar a agua e,
por fim, evaporou-se a fase organica em um rota-evaporador (WANG et al., 2009).

Caracterizacdo quimica e purificagcdo por cromatografia

O produto bruto foi submetido a caracterizacao utilizando um cromatografo liquido
de alta performance modelo Dionex U300, localizado nas instalacdes do laboratério da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. A analise foi conduzida empregando uma
coluna de fase reversa Vydac 218 TP C18 analitica, com dimensdes de 0,45 x 25,0 cm,
particulas de silica de 5 um e poros com um diametro de 300 A.

Foi utilizado o método de cromatografia em coluna para a purificacdo do analogo.
Para o procedimento, adicionou-se uma pasta de silica gel adsorvida do produto bruto na
coluna cromatografica aberta e, em seguida, hexano para eluicdo. Foram feitas adicbes
constantes da fase movel, utilizando como solventes uma mistura de acetato de etila e
hexano, aumentando gradativamente a proporcao de acetato de etila. A fase mével eluida
foi fracionada em diferentes frascos coletores de 5 mL. As fracdes foram analisadas em
cromatografia em camada delgada (CCD), com o eluente sendo uma mistura de acetato de
etila e hexano. As fragbes que correspondiam ao produto foram rotavaporadas, e utilizou-
se a andlise em CLAE para a confirmacéo do produto purificado (COLLINS, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

by

Procedeu-se a sintese do analogo N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)butanamida
utilizando o procedimento descrito Wang et al., (2009) pelo método de condensacéo de
vanililamina e cloreto &cido em um sistema bifasico composto por agua (H20) e cloroférmio
(CHCIs), como representado na reagao da figura 1.

Figura 1: Reacédo da sintese da N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)butanamida.

0
0
NH2 . HCI /\)j\ H,O0/CHCl3 N/lk/\
+ Cl NaHCO; H
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CHs CHs,

Fonte: Adaptado (WANG et al., 2009).

A reacdo obteve um rendimento bruto de 64,9%. Segundo os resultados
apresentados por Wang et al., (2009), que na qual também utilizaram a amindlise de
cloretos &cidos, o rendimento encontrado foi de 92,9%. Dessa forma, o resultado obtido
esta consideravelmente abaixo do relatado. Acredita-se que o cloreto de butanoila, com o
passar do tempo, tenha alterado sua composicéo devido a reacdo com a umidade do ar,
afetando assim o rendimento. J& em comparagdo com o trabalho realizado por Zanotto
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(2016), o rendimento final foi de 69%. Isso demonstra a necessidade de correcdo das
condi¢cdes experimentais para melhorar os resultados de rendimento bruto e obter
rendimentos superiores para o material purificado.

As figuras 2 e 3 abaixo apresentam o cromatograma do produto bruto e da N-(4-
hidroxi-3-metoxibenzil)butanamida purificada, respectivamente. O resultado obtido através
do cromatograma indica um tempo de retengcao de 12,95 min. Em comparagcdo com os
dados do trabalho de Zanotto (2016), no qual obteve um tempo de 14 min, o produto obtido
corresponde a N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)butanamida. A diferenca de 1,05 min no tempo
de retencdo pode estar relacionada as colunas diferentes utilizadas durante a analise,
Zanotto utilizou em seu trabalho a coluna de fase reversa ACE 221-2546 C18-300 analitica
(0,45 x 25,0 cm, tamanho da particula de 4,6 um e poro de 300 A).

Figura 2: Cromatograma da N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)butanamida bruta. Condi¢des experimentais:
Solvente A: 0,1% TFA/agua, solvente B: 60% ACN/agua contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-
95% de B em 30 min, fluxo: 1 mL/min, y: 210 nm
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Figura 3- Cromatograma da N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)butanamida bruta. Condi¢c6es experimentais:
Solvente A: 0,1% TFA/agua, solvente B: 60% ACN/agua contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-
95% de B em 30 min, fluxo: 1 mL/min, y: 210 nm
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Observando o cromatograma do produto bruto e do produto purificado, o
procedimento de purificagcdo foi capaz de reduzir significativamente as impurezas
apresentando pureza de aproximadamente 98%. No entanto, o tempo de retencéo
apresentou uma diminuicdo de 253 segundos, um tempo relativamente baixo e que ndo
descaracteriza que temos a N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)butanamida purificada.

O baixo rendimento da sintese pode ser atribuido a uma agitacao insuficiente, o que
resultou na ma formacédo do sistema bifasico. Isso, por sua vez, pode ter ocasionado a
hidrélise do cloreto acido (WANG et al., 2009). A ineficiéncia na agitacdo pode estar
relacionada a quantidade de material no meio reacional e ao tamanho do balédo utilizado,
ao aumentar o volume reacional notou-se uma diminui¢cdo na eficiéncia da agitagao.

CONCLUSAO

Conclui-se que a sintese realizada da N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)butanamida nao
alcancou rendimentos elevados, 0 que indica a necessidade de melhorias no processo e
sintese. No entanto, é importante ressaltar que a amida desejada foi obtida com uma pureza
de 98%, tornando-a adequada para as etapas posteriores de determinacdo das suas
propriedades bioldgicas.
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