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DESCRIPCION
Método de produccion de capsinoide por condensacion deshidratante y método de estabilizacién del capsinoide
Campo Técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento de produccion de capsinoide por condensacion deshidratante y
a un método de estabilizacion del capsinoide.

Antecedentes

La capsaicina ((E)-N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-8-metil-6-nonenamida), el ingrediente picante de Capsicum annuum
L., tiene actividades fisiolégicas como la supresion de la obesidad, la promocion del metabolismo energético y
similar. Debido a su gusto extremadamente picante, la capsaicina puede utilizarse Unicamente en una cantidad
limitada y no puede utilizarse como aditivo de alimentos, un producto farmacéutico y similar.

En los ultimos afios, Yazawa et al. han desarrollado e informado un cultivo no picante de Capsicum annuum L.,
pimiento dulce CH-19, al modificar una fruta no picante durante afios, que se seleccioné de frutas de un cultivo
altamente picante CH-19, originario de Tailandia (por ejemplo, Yazawa, S.; Suetome, N.; Okamoto, K.; Namiki, T. J.
Japan Soc. Hort. Sci. 1989, 58, 601-607).

El pimiento dulce CH-19 contiene una gran cantidad de capsinoide, que carece de un gusto picante. El capsinoide
incluye capsiato, dihidrocapsiato y norhidrocapsiato, en el orden del contenido, el primero es el mas alto, que tiene
las siguientes estructuras.

'el
MQQU\GMMQ capsiato
Oy . Me
O
MeO@/\GJ\/\N\(MQ dihidracapsiato
HO Me

Q Me
P"Mm(})'K/\/\/j\rsﬂe nordihidrocapsiato

HO

Los capsinoides tienen las mismas actividades fisioldgicas que la capsaicina y no tienen gusto picante. Por lo tanto,
pueden utilizarse como aditivos de alimentos o productos farmacéuticos. Sin embargo, la produccion de capsinoide
con alta pureza en gran cantidad de fuentes naturales es limitada y se ha deseado desarrollar un procedimiento
nuevo sintético para producir capsinoide convenientemente en grandes cantidades.

Para formar un enlace éster de capsinoide, es practica general condensar alcohol vanillilico y un derivado de acido
graso.

El alcohol vanillilico tiene dos sitios de reaccion de un grupo hidroxilo primario y un grupo hidroxilo fendlico. Dado
que los procedimientos convencionales de esterificacion como un procedimiento de condensacién de alcohol
vanillilico y un cloruro acido de acido graso en presencia de una base (por ejemplo, Kobata, K.; Todo, T.; Yazawa,
S.; lwai, K.; Watanabe, T. J. Agric. Food Chem. 1998, 46, 1695-1697), permiten la reaccion del cloruro acido con el
grupo hidroxilo principal y el grupo hidroxilo fendlico, el rendimiento del capsinoide objeto se reduce.

Para la sintesis del capsinoide mediante un procedimiento de esterificacion convencional, el grupo hidroxilo fendlico
del alcohol vanillilico puede protegerse selectivamente. Sin embargo, esto requiere proteccion y desproteccion antes
y después de la esterificacion, lo que aumenta de manera no preferente el nimero de pasos necesarios para la
produccion. Ademas el capsinoide esta asociado con un problema: es inestable y se descompone facilmente durante
la desproteccion.

Como un procedimiento para reaccionar selectivamente el grupo hidroxilo principal inicamente, se puede mencionar
la reaccion de Mitsunobu (por ejemplo, Appendino, G.; Minassi, A.; Daddario, N.; Bianchi, F.; Tron, G. C. Organic
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Letters 2002, 4, 3839-3841) y un procedimiento de uso de LiC104 (por ejemplo, Bandgar, B. P.; Kamble, V. T.;
Sadavarte, V. S.; Uppalla, L. S. Synlett 2002, 735-738). El primero es defectuoso porque el 6xido de trifenilfosfina y
la menor cantidad de azodicarboxilato dietilico se generan como co-producto después de la reaccion, lo cual
complica la purificacion, y el dltimo no permitié la reproduccion del rendimiento descrito en la publicacion aunque el
experimento fue repetido por los inventores de la presente. Por lo tanto, ninguno de ellos es adecuado para la
practica industrial.

Mientras tanto, el grupo hidroxilo principal por si solo puede reaccionar selectivamente mediante un procedimiento
de esterificacion utilizando una enzima. Este procedimiento se considera adecuado para la practica industrial habida
cuenta de los aspectos de reactivos facilmente disponibles y las etapas convenientes. Los ejemplos especificos del
procedimiento que utiliza una enzima incluye un procedimiento de condensacion de alcohol vanillilico y un acido
graso utilizando una enzima inmovilizada Novozym 435 (fabricada por Novozymes), que es una especie de lipasa,
en disolvente de acetona (por ejemplo, JP-A-2000-312598). Sin embargo, como la reaccion que utiliza la enzima es
una reaccion de equilibrio con agua producida durante la esterificacion, la reaccion lleva tiempo y el rendimiento es
llega a ser tan bajo que ronda el 60%. Para aumentar el rendimiento, uno de los materiales de partida puede
utilizarse en exceso para cambiar el equilibrio hacia la esterificacion. Sin embargo, requiere una etapa para separar
el material de partida que queda después de la reaccion del producto resultante, lo cual complica la etapa. Cuando
se agregan tamices moleculares como un agente deshidratante, el rendimiento aumenta, pero solo hasta un 80%, y
el agente deshidratante necesita separarse por filtracion. Para volver a utilizar la enzima, la enzima y el agente
deshidratante deben separarse de la torta después de la reaccion.

Ademas, el capsinoide es inestable y se sabe que se descompone por mera disoluciéon en un disolvente organico
(por ejemplo, Sutoh, K.; Kobata, K.; Watanabe, T. J. Agrio. Food Chem. 2001, 49, 4026-4030). Por lo tanto, las
técnicas para la separacion y conservacion estables del capsinoide después de su produccion son necesarias.

Kobata, Kenji et al.: "Enzymatic synthesis of a capsinoid by the acylation of vanillyl alcohol with fatty acid derivatives
catalyzed by lipases" BIOSCIENCE, BIOTECHNOLOGY, AND BIOCHEMISTRY, 66(2), 319-327; lkeda, Ryohei et
al.: "Preparation of artificial urushi via an environmentally benign process" BULLETIN OF THE CHEMICAL SOCIETY
OF JAPAN, 74(6), 1067-1073; Ikeda, Ryohei et al.: "Man-made urushi Preparation of crosslinked polymeric films from
renewable resources via air-oxidation processes" PROCEEDINGS OF THE JAPAN ACADEMY, SERIES B:
PHYSICAL AND BIOLOGICAL SCIENCES, 76B(10), 155-160; Buismann, G.J.H. et al.: "Enzymatic esterifications of
functionalized phenols for the synthesis of lipophilic antioxidants" BIOTECHNOLOGY LETTERS, 20(2), 131136;
Chemistry Letters 2000, pp. 1214-1215; y Chemistry Letters 2000, pp. 1122-1123 divulgan la esterificacion de
hidroximetilfenoles con acido graso utilizando una enzima como catalizador en presencia de un disolvente.

Tricand de la Goutte, Jerome et al.: "ldentification of novel polyphenol oxidase inhibitors by enzymatic one-pot
synthesis and deconvolution of combinatorial libra ries" BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING, 75(1), 93-99;
EP-A-1 069 105; Macho, Antonio et al: "Non-pungent capsaicinoids from sweet pepper: Synthesis and evaluation of
the chemopreventive and anticancer potential" EUROPEAN JOURNAL OF NUTRITION, 42(1), 2-9; FR-A-2 721 213;
Antonella Rosa et al.: "Antioxidant Activity of Capsinoids" J. AGRIC. FOOD CHEM., vol. 50, 2002, pp. 7396-7401;
Giovanni Appendino et al.: "Chenoselective Esterification of Phenolic Acids and Alcohols" ORGANIC LETTERS, vol.
4, no. 22, 2002, pp. 3839-3841; y Yukinori Kawaguchi et al.: "Method of Acid Value Determination for Oils Containing
Alkali-Labile Esters" JOURNAL OF OLEO SCIENCE, vol. 53, 2004, pp. 329-336 divulgan una composicion que
contiene acido graso y un éster de un hidroximetilfenol con acido graso.

Kouzou Sutoh et al.: "Stability of Capsinoid in Various Solvents" J. AGRIO. FOOD CHEM, vol. 49, 2001, pp. 4026-
4030 se relaciona generalmente con la estabilidad de los ésteres de hidroximetilfenoles con acido graso en
disolventes.

Descripcion de la invenciéon

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion consiste en proporcionar un procedimiento para producir capsinoide
mediante la esterificacion, utilizando una enzima que convenientemente genera capsinoide en un rendimiento alto en
poco tiempo sin utilizar un agente deshidratante. Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un
procedimiento para conservar establemente el capsinoide producido, separando el capsinoide resultante en
condiciones estables.

Los inventores de la presente han realizado estudios exhaustivos para intentar resolver los problemas mencionados
y descubrieron que, en una reaccién de condensacion que utiliza una enzima, una reaccion de condensacion sin un
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disolvente genera convenientemente capsinoide en poco tiempo y en un rendimiento alto, porque el agua producida
se separa rapidamente de la mezcla de reaccion para acelerar la reaccion aun sin utilizar un agente deshidratante.
Ademas, los inventores han descubierto que la coexistencia de un porcentaje de un acido graso con capsinoide
permite la separacion estable del capsinoide, asi como también la conservacion prolongada del capsinoide que
resulté en la conclusion de la presente invencion.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona lo siguiente.

[1] Un procedimiento para producir un compuesto de éster representado por la féormula (3):

R 0
%) e)l\

=71 FB
3 +]

e
(3)

donde R1 es un grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de carbono o un grupo alquenilo
sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de carbono, y R2 a R6 son cada uno independientemente un
atomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo alquilo que tiene de 1 a 25 atomos de carbono, un grupo alquenilo
que tiene de 1 a 25 atomos de carbono, un grupo alquinilo que tiene de 1 a 25 atomos de carbono, un grupo alcoxi
que tiene de 1 a 25 atomos de carbono, un grupo alqueniloxi que tiene de 1 a 25 atomos de carbono o un grupo
alquiniloxi que tiene de 1 a 25 atomos de carbono, donde al menos uno de R2 a R6 es un grupo hidroxilo (en
adelante denominado compuesto de éster (3)),

que comprende condensar un acido graso representado por la férmula (1):

0

Py (1)

HO R1

donde R1 es como se definié anteriormente (en adelante denominado acido graso (1)),
y un hidroximetilfenol representado por la formula (2):

2
R

(z2)

=N 2]
3]

donde R2 a R6 son como se definié anteriormente (en adelante denominado hidroximetilfenol (2)),
utilizando una enzima como catalizador sin disolvente.

[2] El procedimiento del punto [1] anterior, donde el hidroximetilfenol (2) es alcohol vanillilico.

[3] El procedimiento de los puntos [1] o [2] anteriormente mencionados, en el cual se utiliza un acido graso (1) en
exceso de hidroximetilfenol (2) para contener acido graso (1) en la mezcla de reaccion después de la condensacion.

[4] EI procedimiento de los puntos [1] y [2] anteriormente mencionados, que comprende ademas agregar acido
graso representado por la formula (4):

0

M

HO R1
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donde R1' es un grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de carbono o un grupo alquenilo
sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de carbono (en adelante también denominado acido graso (4)),

después de la condensacion de acido graso (1) e hidroximetilfenol (2).

[5] El procedimiento del punto [3] anteriormente mencionado que comprende, después de la condensacién, una
etapa de purificacion para separar de manera preparativa el compuesto de éster obtenido (3) como una mezcla con
acido graso (1).

[6] El procedimiento del punto [4] anteriormente mencionado que comprende, después de la condensacion, una
etapa de purificacion para separar de manera preparativa el compuesto de éster obtenido (3) como una mezcla con
acido graso (4).

[7] EIl procedimiento de cualquiera de los puntos [1] a [6] anteriores, donde R1 es un grupo seleccionado del
grupo que consiste de un grupo hexilo, de un grupo 5-metilhexilo, un grupo trans-5-metil-3-hexenilo, un grupo
heptilo, un grupo 6-metilheptilo, un grupo 5-metilheptilo, un grupo trans-6-metil-4-heptenilo, un grupo octilo, un grupo
7-metiloctilo, un grupo trans-7-metil-5-octenilo, un grupo nonilo, un grupo 8-metilnonilo, un grupo 7-metilnonilo, un
grupo trans-8-metil-6-nonenilo, un grupo trans-8-metil-5-nonenilo, un grupo trans-7-metil-5-nonenilo, un grupo decilo,
un grupo 9-metildecilo, un grupo trans-9-metil-7-decenilo, un grupo trans-9-metil-6-decenilo, un grupo undecilo y un
grupo dodecilo.

[8] El procedimiento de cualquiera de los puntos [1] a [7] anteriores, donde la enzima es lipasa.

[9] El procedimiento de cualquiera de los puntos anteriores [1] a [8], donde la condensacion se realiza a una
temperatura de 15°C a 90°C.

[10] El procedimiento de cualquiera de los puntos anteriores [1] a [9], donde el acido graso (1) se obtiene por
hidrélisis de un compuesto de éster representado por la férmula (8):

0

VL

RI™ 07

donde R1 es como se definié anteriormente y Rc es un grupo metilo, un grupo etilo, un grupo isopropilo, un grupo
terc-butilo, un grupo alilo, o un grupo bencilo (en adelante también denominado compuesto de éster (8)),

y someter el compuesto resultante (A) a una etapa de reacciéon del compuesto con una base para formar un cristal
de sal y convertir el cristal en una forma libre y/o (8) una etapa de destilacion.

[11] El procedimiento del punto [10] anterior, en el cual el compuesto de éster (8) se obtiene convirtiendo un
compuesto representado por la férmula (5):

Ra—X (5)

en la cual Ra es un grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 24 atomos de carbono o un grupo
alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 24 atomos de carbono y X es un atomo de halégeno (en
adelante también denominado compuesto (5)), a un reactivo de Grignard representado por la férmula (6):

Ra—MgX (s)

en la cual Ra y X son como se definié anteriormente (en adelante también denominado reactivo de Grignard (6)), y
someter el reactivo de Grignard (6) a una reaccion de acoplamiento cruzado con un compuesto representado por la
férmula (7):
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0
Y Re (7)
\Rb)L\U/

en la cual Rb es un grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 24 atomos de carbono o un grupo
alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 24 atomos de carbono (siempre que el total de atomos de
carbono de Ra y Rb esté de 5 a 25), Rc es como se definié anteriormente e Y es un atomo de halégeno, un grupo
metanosulfoniloxi, un grupo p-toluenosulfoniloxi, o un grupo trifluorometanosulfoniloxi (en adelante también
denominado compuesto (7)).

[12] El procedimiento de cualquiera de los puntos [1] a [9] anteriores, en el cual el acido graso (1) se obtiene por
reaccion de una mezcla de un acido graso representado por la férmula (10):

Re
(103

en la cual Rd y Re son cada uno independientemente un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo que tienen de 1 a 6
atomos de carbono, m es 0 0 1, y n es un numero entero de 1 a 5 (en adelante también denominado acido graso

(10)),

y un isémero cis de este con una base para formar sales de este, purificando, en base a la diferencia en la
cristalinidad o solubilidad de las sales formadas, la sal de acido graso (10) y convirtiendo la sal en una forma libre de
esta.

De conformidad con la presente invencion, se puede producir una gran cantidad de capsinoide convenientemente en
un rendimiento alto a corto plazo utilizando una enzima. Ademas, como no se necesita un agente deshidratante (por
ejemplo, un tamiz molecular y similar), la enzima puede reutilizarse con la simple recuperacion por filtracién. De
conformidad con la presente invencion, la reaccidon continta en un alto rendimiento con una pequefia cantidad de
enzima. Por lo tanto, la cantidad de enzima puede reducirse y la enzima puede recuperarse facilmente. Ademas, el
capsinoide resultante puede obtenerse establemente por separacion en la coexistencia de un acido graso. De esta
manera, la presente invencion permite la produccion industrialmente ventajosa del capsinoide.

De conformidad con el procedimiento estabilizante de la presente invencién, el capsinoide puede conservarse
establemente por coexistencia de acido graso con capsinoide.

La mejor forma de realizar la invencion
La realizacion de la presente invencion se explica a continuacion.
Los términos utilizados en la presente invencion se explican a continuacion.

El “grupo alquilo que tiene de 5 a 25 atomos de carbono” del “grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a
25 atomos de carbono” representado por R1 puede ser lineal o ramificado. Los ejemplos especificos incluyen un
grupo n-pentilo, un grupo sec-pentilo, un grupo terc-pentilo, un grupo isopentilo, un grupo n-hexilo, un grupo
isohexilo, un grupo 5-metilhexilo, un grupo heptilo, un grupo 6-metilheptilo, un grupo 5-metilheptilo, un grupo 4,4-
dimetilpentilo, un grupo octilo, un grupo 2,2,4-trimetilpentilo, un grupo 7-metiloctilo, un grupo nonilo, un grupo 8-
metilnonilo, un grupo 7-metilnonilo, un grupo decilo, un grupo 9-metildecilo, un grupo undecilo, un grupo dodecilo, un
grupo tetradecilo, un grupo hexadecilo, un grupo octadecilo, un grupo icosilo, un grupo docosilo, un grupo
pentacosilo y similar. Ademas de estos, incluye varios isdmeros de cadena ramificada. Se prefiere un grupo alquilo
que tiene de 6 y 12 atomo de carbono.

El “grupo alquenilo que tiene de 5 a 25 atomos de carbono” del “grupo alquenilo no sustituido o sustituido que tiene
de 5 a 25 atomos de carbono” representado por R1 puede ser lineal o ramificado, y el nimero de enlaces dobles
puede ser uno o mas. Los ejemplos especificos incluyen un grupo pentilo (por ejemplo, un grupo 4-pentenilo, un
grupo 3-pentenilo, etc.), un grupo hexenilo (por ejemplo, un grupo 2-hexenilo, un grupo 4-hexenilo, etc.), un grupo 5-
metil-3hexenilo, un grupo 5-metil-4-hexenilo, un grupo heptenilo (por ejemplo, un grupo 2-heptenilo, un grupo 3-
heptenilo, un grupo 5-heptenilo, etc.), un grupo 6-metil-4-heptenilo, un grupo octenilo (por ejemplo, un grupo 3-
octenilo, un grupo 6-octenilo, etc.), un grupo 7-metil-50ctenilo, un grupo nonenilo (por ejemplo, un grupo 3-nonenilo,
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un grupo 7-nonenilo, etc.), un grupo 8-metil-6-nonenilo, un grupo 8-metil-5-nonenilo, un grupo 7-metil-5-nonenilo, un
grupo decenilo (por ejemplo, un grupo 8- decenilo, etc.), un grupo dodecenilo (por ejemplo, un grupo 10-dodecenilo,
etc.), un grupo tetradecenilo, un grupo 4,8,12-tetradecatrienilo, un grupo pentadecenilo (por ejemplo, un grupo 13-
pentadecenilo, etc.), un grupo hexadecenilo, un grupo heptadecenilo (por ejemplo, un grupo 15-heptadecenilo, etc.),
un grupo octadecenilo (por ejemplo, un grupo 16-octadecenilo, etc.), un grupo 17-nonadecenilo, un grupo icosenilo
(por ejemplo, un grupo 18-icosenilo, etc.), un grupo henicosenilo (por ejemplo, un grupo 19-henicosenilo, etc.), un
grupo docosenilo (por ejemplo, un grupo 20-docosenilo, etc.), un grupo pentacosenilo, y similar. Ademas de estos,
incluye varios isomeros de cadena ramificada. Se prefiere un grupo alquenilo que tiene de 6 y 12 atomos de
carbono. La estructura estérica del enlace doble puede ser una forma trans o una forma cis, con preferencia por la
forma trans.

El “grupo alquilo que tiene de 5 a 25 atomos de carbono” del “grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a
25 atomos de carbono” representado por R1 y el “grupo alquenilo que tiene de 5 a 25 atomos de carbono” del “grupo
sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de carbono” representado por R1 pueden tener opcionalmente
de 1 a 4 sustituyentes. Como sustituyente, se pueden mencionar el grupo alquilo, un atomo de halégeno, un grupo
haloalquilo, un grupo amino, un grupo hidroxilo, un grupo acilo, un grupo nitro, un grupo ciano, un grupo mercapto, y
similar. De estos, se prefiere un grupo alquilo que tiene de 1 a 4 atomos de carbono. Como el grupo alquilo que tiene
de 1 a 4 atomos de carbono, se pueden mencionar un grupo metilo, un grupo etilo, un grupo propilo, un grupo
isopropilo, un grupo butilo, un grupo terc-butilo, un grupo isobutilo, y similar.

Como R1, se prefieren un grupo hexilo, un grupo 5-metilhexilo, un grupo trans-5-metilo-3-hexenilo, un grupo heptilo,
un grupo 6-metilheptilo, un grupo 5-metilheptilo, un grupo trans-6-metil-4-heptenilo, un grupo octilo, un grupo 7-
metiloctilo, un grupo trans-7-metil-5-octenilo, un grupo nonilo, un grupo 8-metilnonilo, un grupo 7-metilnonilo, un
grupo trans-8-metil-6-nonenilo, un grupo trans-8-metil-5-nonenilo, un grupo trans-7-metil-5-nonenilo, un grupo decilo,
un grupo 9-metildecilo, un grupo trans-9-metil-7-decenilo, un grupo trans-9-metil-6-decenilo, un grupo undecilo, un
grupo dodecilo desde el aspecto de utilidad del compuesto de éster (3) objeto como capsinoide.

Mientras que el acido graso (1) puede ser un compuesto Unico o una mezcla de dos o mas tipos de compuestos
donde R1 varia entre las definiciones anteriormente mencionadas, se prefiere un compuesto Unico. Cuando se utiliza
un acido graso obtenido por hidrdlisis de capsaicinoide natural para la sintesis del capsinoide por condensacion del
acido graso con alcohol vanillilico, dicho acido graso (1) es una mezcla de acido trans-8-metil-6-nonenoico, acido 8-
metilnonanoico, acido 7-metiloctanoico y similar. Para la reproduccion de una composicion de capsinoide que tiene
una relacion de abundancia natural por el uso de sustancias sintéticas, y similar, los capsinoides respectivos
sintetizados independientemente mediante el presente procedimiento pueden mezclarse a la misma relaciéon de
abundancia como se mencioné anteriormente. El objeto también puede alcanzarse poniendo en practica el presente
procedimiento utilizando una mezcla de los acidos grasos correspondientes (1) en la misma relacion de abundancia
que se menciono anteriormente.

El “grupo alquilo que tiene de 1 a 25 atomos de carbono” representado por R2 a R6 puede ser lineal o ramificado.
Los ejemplos especificos incluyen un grupo metilo, un grupo etilo, un grupo propilo, un grupo isopropilo, un grupo n-
butilo, un grupo terc-butilo, y similar y aquellos similares al “grupo alquilo que tiene de 5 a 25 atomos de carbono” del
“grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de carbono” representado por R1. Se prefiere un
grupo alquilo que tiene de 1 a 12 atomos de carbono.

El “grupo alquenilo que tiene de 1 a 25 atomos de carbono” representado por R2 a R6 puede ser lineal o ramificado
y el numero de enlaces dobles puede ser uno o mas. Los ejemplos especificos incluyen un grupo vinilo, un grupo
alilo, un grupo propenilo, un grupo isopropenilo, un grupo butenilo y similar y aquellos similares al “grupo alquenilo
que tiene de 5 a 25 atomos de carbono” del “grupo alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de
carbono” representado por R1. Se prefiere un grupo alquenilo que tiene de 1 a 12 atomos de carbono.

El “grupo alquinilo que tiene de 1 a 25 atomos de carbono” representado por R2 a R6 puede ser lineal o ramificado,
y el nimero de enlaces triples puede ser uno o mas. Los ejemplos especificos incluyen un grupo etinilo, un grupo
propinilo, un grupo pentinilo, un grupo hexinilo, un grupo octinilo, un grupo noninilo, y similar. Se prefiere un grupo
alquinilo que tiene de 1 a 12 atomos de carbono.

El “grupo alcoxi que tiene de 1 a 25 atomos de carbono” representado por R2 a R6 puede ser lineal o ramificado, y
se ejemplifica con un grupo alcoxi donde la porcion alquilo es igual que el “grupo alquilo que tiene de 1 a 25 atomos
de carbono” representado por R2 a R6. Se prefiere un grupo alcoxi que tiene de 1 a 12 atomos de carbono.
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El “grupo alqueniloxi que tiene de 1 a 25 atomos de carbono” representado por R2 a R6 puede ser lineal o
ramificado y el numero de enlaces dobles puede ser uno o mas. Un ejemplo incluye un grupo alqueniloxi donde la
porcién alquenilo es igual al “grupo alquenilo que tiene de 1 a 25 atomos de carbono” representado por R2 a R6. Se
prefiere un grupo alqueniloxi que tiene de 1 a 12 atomos de carbono.

El “grupo alquiniloxi que tiene de 1 a 25 atomos de carbono” representado por R2 a R6 puede ser lineal o ramificado
y el nimero de enlaces triples puede ser uno o mas. Un ejemplo incluye un grupo alquiniloxi donde la porciéon
alquinilo es similar al “grupo alquinilo que tiene de 1 a 25 atomos de carbono” representado por R2 a R6. Se prefiere
un grupo alquiniloxi que tiene de 1 a 12 atomos de carbono.

Como R2 a R6, se prefieren un atomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo metoxi, un grupo etoxi, un grupo
alilo, un grupo vinilo y un grupo viniloxi.

De R2 a R6, al menos uno de ellos es un grupo hidroxilo, y R4 es preferentemente un grupo hidroxilo. Ademas, se
prefiere que Unicamente uno de R2 a R6 sea un grupo hidroxilo.

Una combinacion preferida de R2 a R6 es una combinaciéon de R2, R5 y R6 que son atomos de hidréogeno, R3 que
es un grupo metoxi, un grupo etoxi, un grupo alilo, un grupo vinilo o un grupo viniloxi y R4 que es un grupo hidroxilo.
Particularmente, se prefiere que R3 sea un grupo metoxi (es decir, hidroximetilfenol (2) es alcohol vanillilico) desde
el aspecto de utilidad del compuesto de éster objeto (3) como capsinoide.

Mientras que el hidroximetilfenol (2) puede ser un compuesto Unico o una mezcla de dos o mas tipos de compuestos
que tienen las definiciones anteriormente mencionadas, se prefiere un compuesto Unico.

El “grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de carbono” representado por R1’ se
ejemplifica mediante aquellos similares al “grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de
carbono” representado por R1.

El “grupo alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de carbono” representado por R1’ se
ejemplifica mediante aquellos similares al “grupo alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de
carbono” representado por R1.

Como R17’, se prefiere un grupo hexilo, un grupo 5-metilhexilo, un grupo trans-5-metil-3-hexenilo, un grupo heptilo, un
grupo 6-metilheptilo, un grupo 5-metilheptilo, un grupo trans-6-metil-4-heptenilo, un grupo octilo, un grupo 7-
metiloctilo, un grupo trans-7-metil-5-octenilo, un grupo nonilo, un grupo 8-metilnonilo, un grupo 7-metilnonilo, un
grupo trans-8-metil-6-nonenilo, un grupo trans-8-metil-5-nonenilo, un grupo trans-7-metil-5-nonenilo, un grupo decilo,
un grupo 9-metildecilo, un grupo trans-9-metil-7-decenilo, un grupo trans-9-metil-6-decenilo, un grupo undecilo, y un
grupo dodecilo y R1’ es mas preferentemente el mismo que el grupo seleccionado como R1. Es decir, R1 de acido
graso (1) y R1’ de acido graso (4) son preferentemente el mismo grupo.

El “grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de carbono” representado por R’ se
ejemplifica mediante aquellos similares al “grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de
carbono” representado por R1.

El “grupo alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de carbono” representado por R” se
ejemplifica mediante aquellos similares al “grupo alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de
carbono” representado por R1.

La presente invencion proporciona un procedimiento de producciéon de compuesto de éster (3) que comprende
caracteristicamente condensar acido graso (1) e hidroximetilfenol (2) utilizando una enzima como un catalizador sin
disolvente.

De conformidad con el procedimiento de la presente invencién que se realiza sin disolvente, a diferencia de los
procedimientos para acelerar una reaccion de condensacion que requiere esencialmente el uso de un disolvente
polar alto (miscible con agua, por ejemplo, acetona, dioxano, etc.) que puede disolver completamente
hidroximetilfenol (2) (por ejemplo, alcohol vanillilico), la reaccidon se acelera ain después de utilizar un agente
deshidratante porque el agua producida se separa rapidamente de la mezcla de reaccion. Por lo tanto, el
procedimiento de la presente invencion es superior a los procedimientos conocidos en los siguientes aspectos.

(1) Como el agua producida por la reaccion de condensacion se separa rapidamente de la mezcla de
reaccion y se remueve del sistema de reaccion, el equilibrio cambia hacia la produccion de éster y la relacion de
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conversion se torna ventajosamente alta. Por lo tanto, no requiere uno de los materiales de partida en exceso ni un
catalizador enzimatico en una cantidad en exceso de peso varias veces mayor que el material de partida.

(1ii) Como la adicién de un tamiz molecular como un barredor (es decir, un agente deshidratante) del agua
producida por la reaccién de condensaciéon no es necesaria, la enzima no necesita separarse del tamiz molecular
después de la filtracién y la enzima puede reutilizarse facilmente.

(iii) Dado que la relacion de conversion (rendimiento) es alta y no hay subproducto, se puede obtener un
producto objeto de alta calidad mediante un examen conveniente solo sin purificacion por cromatografia, que incluye
agregar un disolvente polar bajo después de la conclusién de la reaccion para separar el catalizador enzimatico por
filtracion y concentrar el filirado o partirlo después de separar el catalizador enzimatico y concentrar la capa
organica.

El acido graso a utilizarse en la presente invencion puede estar comercialmente disponible o puede sintetizarse
mediante un procedimiento conocido (por ejemplo un procedimiento descrito en Kaga, H.; Goto, K.; Takahashi, T;
Hino, M.; Tokuhashi, T.; Orito, K. Tetrahedron 1996, 52, 8451-8470).

Dado que la mayoria de los compuestos de éster (3) (por ejemplo, capsinoide, etc.), que son compuestos objeto, se
encuentran en estado aceitoso a temperatura ambiente, la purificacién por recristalizaciéon no puede realizarse. A la
vista de la estabilidad, la purificacién por destilacion en presion reducida también es dificil. Dado que el
procedimiento de purificacion es limitado como se menciond anteriormente, el acido graso (1) que tiene la pureza
mas alta, se prefiere como un material de partida para la produccion del compuesto de éster (3) que tiene una
pureza alta. Por lo tanto, se desea el uso de acido graso (1) que tiene una pureza de al menos un 97% en peso o
mas para la reaccion de esterificacion. Para obtener dicho acido graso que tiene una pureza alta, un acido graso
obtenido por un procedimiento conocido y similar, particularmente un acido graso que contiene una impureza como
un estereoisdmero y similar, se purifica preferentemente formando una vez un cristal de sal de un acido graso y se
convierte en su forma libre. Cuando un acido graso ha de sintetizarse mediante un procedimiento de acople cruzado
mostrado por el siguiente esquema de reaccién, se puede obtener un acido graso que tiene una pureza alta
optimizando las condiciones de reaccion por seleccion de un catalizador y similar para suprimir la produccion de
subproductos, disolviendo de acido graso en una solucién acuosa basica después de la hidrdlisis y removiendo del
subproducto por extraccion con un disolvente organico, o por destilacion. Opcionalmente, un procedimiento para
purificar para formar una sola vez un cristal de sal de un acido graso y convertir el cristal a su forma libre también se
prefiere como procedimiento para obtener un acido graso de alta pureza.

A continuacion, se muestran un procedimiento para sintetizar un acido graso mediante un procedimiento de
acoplamiento cruzado y un procedimiento para purificar el acido graso como su cristal de sal.

En primer lugar, se explica un procedimiento para sintetizar un acido graso mediante un procedimiento de
acoplamiento cruzado.

G
Y. AQ/R‘* 17} 0 o

e
- - Re
Ra~X —= Ra-MgX m’j\a"’ — (lkm

{8 hidrolisis
[§:3 (6] (83 (1)

donde X es un atomo de halégeno, Ra y Rb son cada uno independientemente un grupo alquilo sustituido o no
sustituido que tiene de 1 a 24 atomos de carbono, o un grupo alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 24
atomos de carbono (donde el total de atomos de carbono de Ra y Rb oscila de 5 a 25), Rc es un grupo metilo, un
grupo etilo, un grupo isopropilo, un grupo terc-butilo, un grupo alilo o un grupo bencilo, Y es un atomo de halégeno,
un grupo metanosulfoniloxi, un grupo p-toluenosulfoniloxi o un grupo triflurometanosulfoniloxi, y R1 es como se
definié anteriormente.

Ra y Rb son cada uno un grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 24 atomos de carbono, o un grupo
alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 24 atomos de carbono, donde el total de atomos de carbono de
Ra y Rb es 5 a 25, siempre que, cuando el sustituyente contiene un atomo de carbono, el atomo de carbono esta
excluido.
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Como “grupo alquilo que tiene de 1 a 24 atomos de carbono” del “grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene
de 1 a 24 atomos de carbono” representado por Ra o Rb, se puede mencionar un “grupo alquilo que tiene de 1 a 25
atomo de carbono” para R2 a R6, donde el nimero de atomos de carbono es de 1 a 24.

Como “grupo alquenilo que tiene de 1 a 24 atomos de carbono” del “grupo alquenilo sustituido o no sustituido que
tiene de 2 a 24 atomo de carbono” representado por Ra o Rb, se puede mencionar un “grupo alquenilo que tiene de
1 a 25 atomos de carbono para R2 a R6, donde el nimero de carbono es de 2 a 24.

El “grupo alquilo que tiene de 1 a 24 atomos de carbono” del “grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a
24 atomos de carbono” representado por Ra o Rb y el “grupo alquenilo que tiene de 1 a 24 atomos de carbono” del
"grupo alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 24 atomos de carbono representado por Ra o Rb puede
tener de 1 a 4 sustituyentes. Como sustituyente, se pueden mencionar los sustituyentes similares a aquellos que
puede tener el “grupo alquilo que tiene de 5 a 25 atomos de carbono” del "grupo alquilo sustituido o no sustituido que
tiene de 5 a 25 atomos de carbono” representado por R1 puede tener.

El grupo representado por Ra y el grupo representado por Rb estan unidos por una reaccion de acoplamiento
cruzado para ser un grupo representado por R1 (es decir, un grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a
25 atomos de carbono, o un grupo alquenilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de carbono). Por
lo tanto, Ra y Rb se determinan adecuadamente por la estructura de R1.

Como el atomo de halégeno representado por X o Y, se puede mencionar un atomo de fluor, un atomo de cloro, un
atomo de bromo y un atomo de yodo con preferencia por un atomo de bromo.

En el procedimiento de acoplamiento cruzado, el compuesto (5) se convierte en primer lugar en un reactivo de
Grignard (6), que se somete posteriormente a una reaccion de acoplamiento cruzado con un compuesto (7) para
producir un compuesto de éster (8), que se hidroliza posteriormente para generar un acido graso (1).

El compuesto (5) y el compuesto (7) pueden obtenerse mediante sintesis de conformidad con un procedimiento
conocido y similar, y cuando estan comercialmente disponibles, los productos comerciales pueden utilizarse como se
encuentran.

El compuesto (5) puede convertirse en un reactivo de Grignard (6) mediante la reacciéon de un compuesto (5) con
magnesio de conformidad con un procedimiento convencional.

La reaccion de acoplamiento cruzado entre el reactivo de Grignard (6) y el compuesto (7) puede llevarse a cabo, por
ejemplo, mediante la reaccion del reactivo de Grignard (6) y el compuesto (7) en una cantidad de 1 a 3 equivalentes
en relacion con el reactivo de Grignard (6) en un disolvente en presencia de un catalizador de cobre a una baja
temperatura (preferentemente a una temperatura de mezcla de reaccién de -20°C a 15°C, mas preferentemente de -
5°C a 10°C, particularmente preferentemente de -3°C a 5°C) durante 15 minutos a 3 horas.

Como el disolvente, se pueden utilizar ésteres como tetrahidrofurano (THF), dietiléter, metil terc-butil éter, 1,2-
dimetoxietano, y similar; N-metilpirrolidona (NMP), 1,3-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-2-(1H)-pirimidina (DMPU), etc. y
disolventes mezclados de estos.

Como el catalizador de cobre, se pueden mencionar Li2CuCls, Cul, CuBr, CuCl, CuBre Me;S y similares. El
catalizador de cobre se utiliza en una cantidad de 0,5% a 20% en moles, preferentemente de 1 a 3% en moles, en
relacion con el compuesto (7). Se prefiere CuBr como catalizador porque produce menos subproductos.

Para lograr un progreso regular de la reaccion, se pueden utilizar aditivos como trimetilclorosilano y similares en una
cantidad de 0,5 a 4 equivalentes (preferentemente 1 a 2 equivalentes) en relacion con el compuesto (7).

La hidrdlisis del compuesto de éster (8) obtenido mediante la reaccion de acoplamiento arriba mencionada puede
realizarse mediante un procedimiento conocido (procedimiento que utiliza un acido, procedimiento que utiliza un
alcali, etc.).

El acido graso (1) obtenido por hidrdlisis del compuesto de éster (8) se disuelve en una solucién acuosa basica y se
extrae con un disolvente organico como éter, éter metil t-butilico, hexano, heptano y similares para separar
eficientemente los subproductos como cetona, alcohol y similar.

A continuacion se explica un procedimiento para purificar un acido graso obteniendo de una vez un acido graso
como un cristal de sal y convirtiendo el cristal de sal en su forma libre.
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Las impurezas pueden separarse de un acido graso obtenido por un procedimiento conocido y similar, o un acido
graso (1) obtenido por la hidrélisis anteriormente mencionada, formando un cristal de sal con una base. Mientras que
se explica el procedimiento de purificacion de un acido graso (1) a los fines de la conveniencia de la explicacion, el
procedimiento explicado a continuacién se aplica de manera similar al acido graso obtenido por un procedimiento
conocido y similar.

El cristal de sal puede formarse, por ejemplo, agitando acido graso (1) y una base en un disolvente.

Como base, se pueden mencionar bases inorganicas (por ejemplo, hidroxidos, carbonatos, hidrogenocarbonatos,
etc. de litio, sodio, potasio, calcio, magnesio, bario, etc.), aminas organicas (por ejemplo, etilendiamina, 1,3-
diaminopropano, 1,3-diamino-2-propanol, ciclohexilamina, 4-metoxibencilamina, etanolamina, (S)- o (R)-fenilglicinol,
o (R)-fenilalaninol, cis-2aminociclohexanol, trans-4-aminociclohexanol, (1S,2R)-cis-1-amino-2-indanol, L-lisina, L-
arginina, etc.), amoniaco y similar. La cantidad de la base que puede utilizarse varia de 0,8 a 1,2 equivalentes,
preferentemente de 0,9 a 1,1 equivalentes, en relacion con el acido graso (1).

Como el disolvente, por ejemplo, se pueden utilizar agua; alcoholes como metanol, etanol, isopropanol y similar;
acetatos como acetato de etilo, acetato de isopropilo y similar; éteres como dietiléter, metil terc-butil éter, THF y
similar; hidrocarburos como hexano, heptano y similar; cetonas como acetona y similar; hidrocarburos halogenados
como cloroformo y similar y disolventes mezclados de estos.

Al formar un cristal de sal de acido graso (1) con una base como se mencion6 anteriormente y, cuando fuere
necesario, la recristalizacion, el subproducto de la reaccion diferente al acido graso (1), como alcohol, cetona y
similar puede separarse eficientemente con facilidad.

Posteriormente, el cristal de sal obtenido se agrega a una solucidon acuosa acida (por ejemplo, acido clorhidrico,
solucion de acido citrico acuoso), la mezcla se extrae con un disolvente organico (por ejemplo, hexano, heptano,
etc.) y el disolvente organico se evapora para producir el acido graso objeto (1) con una pureza alta.

Cuando el acido graso (1) es una mezcla de un compuesto representado por la férmula (10):

Re

(10)

donde Rd y Re son cada uno independientemente un atomo de hidréogeno o un grupo alquilo que tiene de 1 a 6
atomos de carbono, mes 0 0 1y n es un nimero enterode 1 a 5,

y un isdémero cis de este, la mezcla puede reaccionar con una base para formar sales de estos, y la sal de acido
graso (10) puede separarse de la sal de su isémero cis en base a la diferencia en la cristalinidad o solubilidad de las
sales formadas.

Los ejemplos del “grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono” representado por Rd o Re incluyen un grupo
metilo, un grupo etilo, un grupo etilo, un grupo isopropilo, un grupo butilo, un grupo isobutilo, un grupo sec-butilo, un
grupo terc-butilo, un grupo pentilo, un grupo isopentilo, un grupo neopentilo, un grupo terc-pentilo, un grupo hexilo y
similar, con preferencia por un grupo metilo para ambos Rd y Re.

m es 0 o 1, preferentemente 0.
n es un numero entero de 1 a 5, preferentemente 3 o 4, mas preferentemente 4.

Para la separacion del acido graso (10) de su isémero cis, las sales de este pueden formarse de la misma manera
que en la formacion de un cristal de sal de acido graso (1) con una base.

Como un procedimiento para la separacion de la sal de acido graso (10) de la sal de su isémero cis en base a la
diferencia en la cristalinidad o solubilidad de sales formadas, se pueden mencionar precipitacion de cristal, lavado de
suspension, recristalizacion y similar.

Se muestra a continuacion un ejemplo de la separacion de acido graso (10) de su isdbmero cis. En el caso de una
mezcla (88% de forma trans, 12% de forma cis) de acido trans-8-metil-6-nonenoico y su isdbmero cis (acido cis-8-
metil-6-nonenoico), se forman sales de los isdmeros utilizando cis-2-aminociclohexanol como una base y la sal del
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isdmero cis se remueve mediante una precipitacion de cristal de las sales de los isémeros dos o tres veces, donde la
relacion del acido trans-8-metil-6-nonenoico puede aumentar a no menos del 97%.

El cristal de sal obtenido se agrega a una solucién acuosa acida (por ejemplo, acido clorhidrico, solucion de acido
citrico acuoso, etc.), la mezcla se extrae con un disolvente organico (por ejemplo, hexano, etc.) y el disolvente
organico se evapora para producir un acido graso (10).

Mediante la aplicacién de dicho procedimiento de purificacion por formacion de un cristal de sal de acido graso (1)
con una base, las sustancias neutrales como cetona, alcohol y similar, asi como también acido graso (sustancia
acida) diferente al producto objeto, que se produce como subproducto, pueden separarse de manera simultanea.

La separacion anteriormente mencionada y el procedimiento de purificacion de acido graso (10) y su isémero cis no
se limitan al acido graso obtenido mediante la reaccion de acoplamiento anteriormente mencionada, pero
similarmente aplicable como un procedimiento de purificacion de acido graso (10) obtenido por un procedimiento
conocido.

El hidroximetilfenol (2) a utilizarse en la presente invencion puede obtenerse mediante sintesis de conformidad con
el procedimiento conocido y cuando esta comercialmente disponible, se puede utilizar un producto comercial.

La operacién de la condensacién no se limita particularmente en la medida en que la reaccion de condensacion de
acido graso (1) e hidroximetilfenol (2) proceda. Por ejemplo, se agregan acido graso (1), hidroximetilfenol (2) y
enzima a un recipiente de reaccion y la mezcla se calienta.

Como la enzima a utilizar en la presente invencién, cualquiera puede utilizarse sin limitacién particular en la medida
en que pueda mediar la reaccion de condensacion de acido graso (1) e hidroximetilfenol (2) y se puede utilizar una
esterasa representativamente. Como la esterasa, se utiliza generalmente lipasa, y se puede utilizar uno originado de
microorganismo, uno originado de animal, o uno originado de una planta. De ellos, se prefiere lipasa originado de
microorganismos. Especificamente, se pueden mencionar lipasas originados del género Candida (por ejemplo,
Candida antarctica, Candida cylindracea etc.), el género Pseudomonas (por ejemplo, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas sp., Pseudomonas cepacia etc.), el género Alcaligenes (por ejemplo, Alcaligenes etc.), el género
Aspergillus (por ejemplo Aspergillus niger etc.), y el género Rhizopus (por ejemplo Rhizopus delemar, Rhizopus
oryzae etc.). Mientras que se pueden obtener lipasas mediante cultivo de los microorganismos capaces de
producirlos, los productos comerciales también pueden utilizarse. Como lipasa comercialmente disponible, se
pueden mencionar ipase PS "Amano", lipasa AK "Amano", lipasa AS "Amano", lipasa AYS "Amano" (todos
fabricados por Amano Enzyme Inc.), Lipozyme CALB L (Novozymes) y similar.

Cada una de estas enzimas puede utilizarse por si solas 0 como una mezcla de estas.

Mientras que se pueden utilizar enzimas en cualquier forma en la medida en que puedan agregarse a una solucion
de reaccion, el uso de una enzima inmovilizada es preferible dado que se facilita la recuperaciéon de la enzima y
similar. Como enzima inmovilizada, se pueden utilizar las enzimas inmovilizadas de lipasa, como lipasa PS-C
"Amano" | (inmovilizada en ceramica), lipasa PS-C "Amano" Il (inmovilizada en ceramica) y lipasa PS-D "Amano" |
(inmovilizada en tierra diatomea) (todas producidas por Amano Enzyme Inc.), Novozym 435, Lipozyme RM IM y
Lipozyme TL IM (todas producidas por Novozymes A/S) y similares. De estas, se desean lipasa PS “Amano” y
Lipozyme CALB L ante su bajo costo y se desean las enzimas inmovilizadas de lipasa como PS-C “Amano” y
similares por ser susceptibles de reciclaje. El uso de lipasa PS-C "Amano" o lipasa PS-D "Amano" | pueden resultar
en una coloracion suave de la mezcla de reaccion. Ante la ausencia de coloracién, se desea Novozym 435.

Aunque la cantidad de enzima a agregar varia en funcion de la actividad de la enzima y de la cantidad de disolvente
y materiales de partida a agregar, se puede seleccionar en un intervalo de 0,01% a 60% en peso, deseablemente de
0,1% a 30% en peso de acido graso (1). Ademas, la enzima puede agregarse durante la reaccion para uso en
exceso.

La reaccion se realiza sin disolvente desde los aspectos de plazo corto de reaccion, operacion conveniente y
reduccion de costo.

Cuando la reaccioén se lleva a cabo sin disolvente, el hidroximetilfenol (2) (por ejemplo, alcohol vanillilico) no se
disuelve suficientemente en acido graso aceitoso (1) y el sistema de reacciéon no es uniforme. Sin embargo, la
operacion de agitacion no se ve afectada y el sistema de reaccion se torna homogéneo a medida que se realiza la
reaccion.
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El sistema de reaccién puede colocarse en una presion reducida o un gas inerte puede fluir en la superficie de la
mezcla de reaccion; donde el agua producida puede separarse eficientemente y la reaccion puede acelerarse.

El acido graso (1) y el hidroximetilfenol (2) (por ejemplo, alcohol vanillilico, etc.) utilizados para la reaccion pueden
utilizarse a una relacion molar que produce compuesto de éster (3) (por ejemplo, capsinoide, etc.) en su mayor
rendimiento. Los entendidos en la técnica pueden determinar la relacion de acido graso (1) e hidroximetilfenol (2)
que corresponde al compuesto de éster objeto (3) mediante un ensayo preliminar simple. Por ejemplo, la relacion de
acido graso (1):alcohol vanillilico puede seleccionarse adecuadamente del intervalo de 0,8:1 a 1,2:1, mas
deseablemente el intervalo de 1:1 a 1:1:1. En dicha condicidon de reaccioén, el compuesto de éster (3) (es decir,
capsinoide) que contiene un subproducto a dicho nivel bajo que destruye la purificacion por cromatografia puede
producirse con el uso de acido graso en bajo exceso.

Es posible agregar uno de los materiales de partida mientras se monitorea el progreso de la reaccion.

Como temperatura de reaccién, una temperatura a la cual la enzima a utilizar reaccionaria mas eficientemente
podria seleccionarse y los entendidos en la técnica pueden fijar la temperatura mediante un ensayo preliminar
simple. Como la temperatura 6ptima varia en funcién de la enzima a utilizar, no puede decirse completamente pero
la temperatura oscila generalmente de 15°C a 90°C, mas deseosamente 35°C a 65°C. Por ejemplo, cuando se utiliza
Novozym 435 o lipasa PS “Amano” como lipasa, la reaccion se acelera calentando a aproximadamente 50°C. Se
desea también calentar a aproximadamente 50°C para promover la separacion de agua y fusionar suficientemente el
acido graso.

El tiempo de reaccién se determina adecuadamente en consideracién de la actividad de la enzima a utilizar, la
cantidad de materiales de partida, la concentracion de cada reactivo y similar y en consideracion del rendimiento y
similar. Generalmente el tiempo varia de 3 a 90 horas, preferentemente de 10 a 30 horas.

Después de completar la reaccion, el compuesto de éster (3) puede separarse de conformidad con un procedimiento
convencional. Por ejemplo, un disolvente organico (por ejemplo, hexano, heptano, etc., cuando hidroximetilfenol (2)
es alcohol vanillilico), donde hidroximetilfenol (2) es insoluble, se agrega para permitir la precipitacion del
hidroximetilfenol no reactivo (2), filtrando hidroximetilfenol (2) y la enzima. Por ende, por ejemplo, se agrega de 5% a
10% de solucion de acido citrico acuoso para partir el filtrado, y la capa organica se concentra bajo presion reducida
para producir un compuesto de éster (3) (compuesto de éster (3) que tiene una pureza no menor a un 99% del area
mediante analisis HPLC puede obtenerse en un rendimiento alto no menor de 90%). Para obtener compuesto de
éster (3) que tiene aun mayor pureza, se puede realizar la separacion y la purificacion mediante cromatografia de gel
de silice.

Cuando la enzima ha de reutilizarse, la enzima por si sola necesita filtrarse. Cuando la enzima esta contaminada con
hidroximetilfenol (2) en ese momento, la mezcla puede utilizarse para la siguiente reaccién. Es posible separar el
hidroximetilfenol (2) por si solo disolviéndolo en un disolvente organico y la enzima por si sola puede utilizarse para
la siguiente reaccion.

El compuesto de éster obtenido (3) puede estabilizarse por coexistencia con acido graso (4).

Cuando el compuesto de éster (3) se separa y purifica por cromatografia de columna, el acido graso (1) presente en
exceso en la mezcla de reaccion tiene un valor Rf similar al del compuesto de éster (3); por lo tanto, la separacién y
purificacion del compuesto de éster (3) se asocia con dificultad. Los inventores de la presente trataron la separacion
y la purificacion del acido graso (1) restante en la mezcla de reaccion cuando se agrego en exceso y el compuesto
de éster (3) por cromatografia de columna y el compuesto de éster (3) puro obtenido fue facil de descomponer. Por
ejemplo, cuando se sintetiz6 el decanoato vanillilico de acido decanoico y alcohol vanillilico, se separé y purificd de
acido decanoico por cromatografia en columna de gel de silice para generar decanoato vanillilico puro, que se
disolvio en acetonitrilo y se analizé por HPLC. Como resultado, la pureza del decanoato vanillilico fue de un 95,6%
del area. Sin embargo, cuando la muestra se volvié a analizar 62 horas después, la pureza cay6 a un 82,0% del
area. Este resultado significa que el decanoato vanillilico se descompuso. Se considera que el decanoato vanillilico
se ha tornado inestable al separarse del acido decanoico. Por lo tanto, el acido graso (1), dificil de separar del
compuesto de éster (3) se deja preferentemente junto en vez de separado, desde el aspecto de la estabilidad del
compuesto de éster (3).
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El capsinoide obtenido por extraccién de una planta que contiene capsinoide se considera comparativamente
estable en una base de aceite utilizada para la extraccion, pero no se conoce un procedimiento para estabilizar el
capsinoide obtenido por sintesis.

Los inventores de la presente han descubierto que el compuesto de éster (3) obtenido por separacion preparativa
junto con el acido graso, en lugar de la separacion sin acido graso, cuando se purifica compuesto de éster (3)
mediante cromatografia de gel se silice, es estable, a saber, la coexistencia del acido graso contribuye a estabilizar
el compuesto de éster (3) y completd el procedimiento de estabilizacion de la presente invencion. Por ejemplo, el
dihidrocapsiato se sintetizd utilizando un pequefio exceso de acido graso y el dihidrocapsiato obtenido mediante
separacion preparativa junto con el exceso de acido graso restante en aproximadamente 2% en peso en relacion
con dihidrocapsiato se analizé por HPLC. Como resultado, la pureza no fue menor de 99% del area y se descubrié
que el dihidrocapsiato podria preservarse establemente en hexano a 5°C durante al menos 30 dias sin
descomposicion.

Por lo tanto, el compuesto de éster (3) puede obtenerse en un estado estable utilizando acido graso (1) en mas
exceso que hidroximetilfenol (2) para la reaccion de condensacion y durante la etapa de purificacion después de la
condensacion, separando preparativamente el compuesto de éster (3) como una mezcla con acido graso (1)
contenido en la mezcla de reaccion.

Alternativamente, el compuesto de éster (3) puede obtenerse en un estado estable condensando acido graso (1) e
hidroximetilfenol (2), agregando acido graso (4), y durante la etapa de purificacion, separar preparativamente el
compuesto de éster (3) como una mezcla de acido graso (4). El acido graso (4) puede agregarse después de la
condensacion de acido graso (1) e hidroximetilfenol (2) y antes de la etapa de purificacion.

Como procedimiento para obtener acido graso (4), se prefieren un procedimiento de sintesis a base del
procedimiento de acoplamiento cruzado arriba mencionado y un procedimiento de purificacién en base a la
destilacion o cristalizacion de la sal de acido graso.

El procedimiento de separacién preparativa no se limita particularmente en la medida en que se pueda obtener una
mezcla de compuesto de éster (3) y acido graso (acido graso (1) o acido graso (4)) por separacion de otro
componente, y por ejemplo, se pueda realizar cromatografia de gel de silice utilizando gel de silice como fase
estacionaria

En un ejemplo, cuando se realiza la separacion preparativa por cromatografia de gel de silice, las condiciones de
esta incluyen una columna con 10 g de gel de silice por 1 g de un producto crudo y un disolvente mezclado de
dietiléter:hexano=15:85 como un eluyente, donde el compuesto de éster (3) y el acido graso se eluyen casi
simultaneamente. Las fracciones eluidas se recolectan y concentran bajo presién reducida para producir una mezcla
de compuesto de éster (3) y una pequena cantidad de acido graso.

Mediante separacion preparativa del compuesto de éster (3) como una mezcla del acido graso de esta manera, la
cantidad de gel de silice a utilizar para la purificacion puede ser pequefia y el compuesto de éster obtenido (3) puede
tener una estabilidad mayor en comparacion con el aislamiento del compuesto de éster (3) por si solo.

Cuando un compuesto de éster (3) se aisla individualmente o se separa preparativamente como una mezcla con el
acido graso en una cantidad insuficiente para la estabilizacion, el compuesto de éster (3) puede estabilizarse
agregando acido graso (4) al compuesto de éster (3).

Por ejemplo, cuando se agrega un 9,1% en peso de acido decanoico, en acetonitrilo, a decanoato vanillilico
separado de acido decanoico, la pureza del decanoato vanillilico es de 97,6% en area aun después de 19,5 horas y
la pureza se mantiene.

El decanoato vanillilico se considera por ejemplo, en el siguiente estado de equilibrio.

14



10

15

20

25

30

35

40

ES 252542113

Me{)ﬁ o
MeOC.
MeO j\ o ° o’ll\ch“
8]
o :©/~\
HO

l W MeO.
MEZU ’ Hoj\cgﬂ1 ’ OH

MeO. j\c
MEOU\O

MEQ@/\O
HO
] MBOH
8]

Como se mencion6 anteriormente, los presentes inventores han descubierto que el compuesto de éster (3) es
extremadamente estable cuando coexiste con una cantidad en exceso pequefia de acido graso, pero el compuesto
de éster (3) muestra menor pureza con el tiempo una vez que se separa del acido graso. Esto se considera
atribuible al hecho de que la quinonematida producida por la descomposicién del compuesto de éster (3) reacciona
secuencialmente no solo con acido graso sino que también con un grupo hidroxil fendlico de decanoato vanillilico
como se mencion6 anteriormente. Por ende, se considera que, debido a la coexistencia con acido graso, el equilibrio
cambia hacia el lado de producciéon de compuesto de éster (3), la descomposicion de compuesto de éster (3) se
evita y se puede realizar la estabilizacion.

Los presentes inventores han descubierto también que la adiciéon de un pequefio exceso del acido graso
correspondiente (4) en compuesto de éster (3) parcialmente descompuesto por separacion del acido graso y similar
evita la descomposicion del compuesto de éster (3) y deriva en la estabilizacion de éste, que a su vez aumenta
(recupera) la pureza. Se considera atribuible a la adicién del acido graso correspondiente (4), que resulta en el
equilibrio entre el compuesto de éster (3) y los productos descompuestos que han cambiado hacia el lado de
produccion del compuesto de éster (3), debido al mismo mecanismo anteriormente mencionado.

Mientras que el acido graso (4) a agregar se selecciona adecuadamente en funcién del uso de la composicién que
contiene el compuesto de éster (3) y acido graso (4), R1" de acido graso (4) es el mismo grupo que R1 del
compuesto de éster (3), particularmente se prefiere acido graso (1).

El acido graso solo necesita coexistir en un intervalo del 0,1% en peso al 30% en peso, preferentemente del 1% en
peso al 5% en peso, en relacion con el compuesto de éster (3). Cuando se utiliza un exceso de acido graso (1) para
condensacion, por ende la cantidad de acido graso (1) a utilizar deberia ser controlada de forma tal que el acido
graso en exceso se contiene en la mezcla de reaccion en los intervalos arriba mencionados. Cuando se agrega
acido graso (4) después de la condensacion y cuando se agrega acido graso (4) después del aislamiento del
compuesto de éster (3), para estabilizacion, se agrega preferentemente acido graso de forma tal que esta presente
en el rango arriba mencionado.

Ejemplos

La presente invencion se explica detalladamente a continuacién mediante referencia a Ejemplos. En los siguientes
Ejemplos, las estructuras de los compuestos sintetizados se identificaron mediante espectro de resonancia
magnética nuclear (Bruker AVANCE400 (400MHz)). Se midi6 GC-MS utilizando 5890SERIESII, 5972SERIES,
7673CONTROLLER, todos HEWLETT PACKARD. EI contenido de acido grasos se calculé a partir del valor integral
pico del espectro de resonancia magnética nuclear, o se analizé utilizando un kit de analisis de acido graso (YMC).
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Las condiciones de medicién HPLC de capsinoide son como se describen a continuacion.
Condiciones de HPLC:

columna: Inertsil C8 3u pm (diametro 4,0 mm x 100 mm) eluyente: Una mezcla disolvente de eluyentes A, B, que se
muestran a continuacion, y un tampon se eluyd mediante el procedimiento de gradiente de elucion.

tampon: 30mM KH2PO4 (pH=2,0, H3PO4)
eluyente A: CH3CN:tampén=80:20
eluyente B: CH3CN:tampén=0:100

condiciones de gradiente: O min:A/B=(20/80); 15 min:A/B-(70/30); 30 min:A/B=(100/0); 45 min:A/B=(100/0); 45,1
min:A/B=(20/80); 50 min:A/B=(20/80)

deteccion: UV210 nm
temperatura: temperatura ambiente
[Ejemplo 1] Sintesis de acido 8-metilnonanoico (Ejemplo de procedimiento de acoplamiento cruzado)

Bajo una atmdsfera de argoén, se suspendieron virutas de Mg (6,12 g, 252 mmol) en THF (10 ml). Se agregaron a
temperatura ambiente 200 mg de bromuro de isopentilo (34,6 g, 229 mmol), y se confirmaron calor exotérmico y
generacion de espuma. Se agregé THF (50 ml), y se agrego lentamente por goteo una solucion de todo el bromuro
de isopentilo restante en THF (65 ml) a temperatura ambiente durante 1 h y la mezcla se agit6é durante 2 h. En ese
momento, se alcanzé un estado de reflujo moderado. La reaccion solucion se filtré a través de un tapén de algodon
mientras se lavaba con THF para proporcionar una solucién (cantidad total 180 ml) de bromuro de isopentiimagnesio
en THF.

Bajo una atmodsfera de argdn, se disolvieron cloruro de cobre (I) (426 mg, 4,30 mmol) en NMP (55,2 ml, 575 mmol).
El recipiente de reaccion se enfrié a 0'C (bafio de hielo), y se agregd por goteo una solucidn de 5-bromovalerato de
etilo (30,0 g, 144 mmol) en THF (35 ml) durante 10 min. La soluciéon THF de bromuro de isopentiimagnesio, que se
prepard por adelantado, se agregé lentamente por goteo a 0 C (bafio de hielo) durante 1,5 h. Después de agitacion
adicional a la misma temperatura durante 45 min, la reaccion se inactivé cuidadosamente con solucion de cloruro de
amonio acuoso saturado (200 ml), y la mezcla se extrajo dos veces con heptano (200 ml). Las capas de heptano
combinadas se lavaron con solucién de cloruro de amonio acuoso saturado (100 ml), agua (100 ml) y salmuera
saturada (100 ml), se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y concentraron bajo presion reducida
para proporcionar un aceite amarillo claro (30,8 g). Se destilaron 29,6 g bajo presion reducida (1,2 mmHg, 69-71°C)
para proporcionar 8-metilnonanoato de etilo (20,6 g, Rendimiento 74,7%) como un aceite transparente incoloro.

'"H-NMR (CDCls, 8): 0,860 (d, 6H, J=6,63Hz), 1,13-1,33 (m, 11H), 1,48-1,64 (m, 3H), 2,28 (t, 2H, J=7,55Hz), 4,12(q,
2H, J=7,13Hz).

3C-NMR (CDCls, 8): 14,60, 22,98, 25,36, 27,56, 28,30, 29,54, 29,89, 34,75, 39,31, 60,47, 174,2.

A partir del 8-metilnonanoato de etilo obtenido, 19,20 g se disolvié en etanol (72,0 ml) y se agregd lentamente una
solucién acuosa de NaOH 2M (72,0 ml) a 0°C (bafio de hielo). La mezcla se calentd, agitandose utilizando un bafio
de aceite a 60° durante 1 h. El recipiente de reaccion se volvio a llevar a temperatura ambiente y el etanol se
evaporo6 bajo presion reducida. Se agregaron NaOH 2M (30 ml) y agua (30 ml) a la solucién y la solucion se lavo con
éter terc-butil metilico (100 ml). La capa acuosa se lavo con éter terc-butil metilico (100 ml) una vez mas. La capa
acuosa se acidificd cuidadosamente con solucién acuosa HCI 2M (150 ml), y la mezcla se extrajo dos veces con
heptano (150 ml). Las capas de heptano combinadas se lavaron con agua (100 ml) y posteriormente salmuera
saturada (100 ml), se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y concentraron bajo presion reducida
para proporcionar acido 8-metilnonanoico (15,9 g, rendimiento bruto 96,6%) como un producto en bruto de un aceite
amarillo claro. Como resultado del analisis GCMS, contenia impurezas no identificadas estructuralmente A (0,01%),
B (0,03%), C (0,04%) y D (0,07%) y la pureza del acido 8-metilnonanoico fue de 99,6%.

"H-NMR (CDCls, 8): 0,862 (d, 6H, J=6,64Hz), 1,14-1,17 (m, 2H), 1,26-1:35 (m, 6H), 1,48-1,65 (m, 3H), 2,35 (t, 2H,
J=7,52Hz).
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3C-NMR (CDCls, 8): 22,95, 25,04, 27,55, 28,12, 29,47, 29,88, 34,51, 39,31, 181,0.
GC-MS: M=172.

[Ejemplo 2] Purificacion de acido 8-metilnonanoico mediante formacion de su sal ciclohexilamina (Ejemplo de
purificacion mediante cristal de sal del acido graso)

A partir del acido 8-metilnonanoico, producto en bruto que se obtuvo en el Ejemplo 1, se disolvié 8,00 g en heptano
(30 ml). Se agregd lentamente por goteo ciclohexilamina (6,91 ml, 60,4 mmol) a 0°C (bafio de hielo) y la mezcla se
agité a temperatura ambiente durante 20 min. La mezcla de reaccion se filtré para proporcionar sal ciclohexilamina
del acido 8-metilnonanoico (15,7 g).

"H-NMR (CDCls, 5):0,81-0,85 (m, 6H) , 1,11-1,20 (m, 3H) , 1,241,35 (m, 10H), 1,46-1,68 (m, 4H), 1,73-1,81 (m, 2H),
1,96-2,02 (m, 2H) , 2,15-2,19 (t, 2H) , 2,77-2,88 (m, 1H).

Punto de fusioén: 70,1-70,6°C

Se agregaron una solucion al 10% de acido citrico acuoso (50 ml) y heptano (50 ml) a la sal (15,6 g del mismo) para
permitir la particion. La capa acuosa se extrajo con heptano (50 ml) y las capas de heptano combinadas se lavaron
con solucién al 10% de acido citrico acuoso (50 ml), agua (50 ml) y salmuera saturada (50 ml). La capa de heptano
se secO sobre sulfato de magnesio anhidro y se filir6 y el filtrado se concentré bajo presidon reducida para
proporcionar acido 8-metilnonanoico (7,69 g) como un aceite transparente incoloro.

Se destilaron 7,18 g del mismo bajo presién reducida (1,1 mmHg, 103'C) para proporcionar producto destilado de
acido 8-metilnonanoico (6,80 g, rendimiento a partir de producto bruto de acido 8-metilnonanoico, 91,0%). Como
resultado del analisis GCMS, las impurezas mencionadas anteriormente A, B, C y D resultaron por debajo del limite
de deteccion, y la pureza del acido 8-metilnonanoico fue de un 99,7%.

[Ejemplo 3] Resolucién de trans de y cis de acido 8-metil-6-nonanoico mediante sal de -cis-2-aminociclohexanol de
este (Ejemplo de procedimiento de purificacion mediante formacioén de cristal de sal del acido graso)

Se disolvio acido 8-metil-6-nonanoico (Relacién isomero trans:cis=88:12, 800 mg, 4,70 mmol), que se obtuvo
mediante un procedimiento conocido (J. Org. Chem. 1989, 54, 3477-3478), en cloroformo (10 ml), y se agregé por
goteo una solucion de cis-2-aminociclohexanol (460 mg, 4,00 mmol) en cloroformo (5 ml) a temperatura ambiente.
La mezcla de reaccion se concentrd bajo presion reducida, el residuo se disolvié nuevamente en cloroformo (4 ml), y
hexano (12 ml) se agrego por goteo. La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 3 dias, y los
cristales precipitados se recogieron por filtracion. Se agregé hexano (10 ml) a los cristales obtenidos y la mezcla se
lavo tres veces con solucion al 10% de acido citrico acuoso (8 ml) y una vez con salmuera saturada (10 ml), y se
secaron sobre sulfato de magnesio anhidro. Se filtr6 el sulfato de magnesio y el filtrado se concentré bajo presion
reducida para proporcionar acido 8-metil-6-nonanoico (relacion isémero trans:cis=29:1, 408 mg, 2,40 mmol).

El acido 8-metil-6-nonanoico obtenido (relacién isémero trans:cis=29:1, 408 mg, 2,40 mmol) se disolvié nuevamente
en cloroformo (10 ml) y se agregd por goteo una solucion de cis-2-aminociclohexanol (249 mg, 2,16 mmol) en
cloroformo (5 ml) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se concentré bajo presion reducida, el residuo se
disolvio nuevamente en cloroformo (3 ml) y se agregd hexano (12 ml) por goteo. La mezcla de reaccién se agitd
durante la noche a temperatura ambiente, y los cristales precipitados se recogieron por filtracion. Se agregd hexano
(15 ml) al cristal obtenido y la mezcla se lavé tres veces con solucion al 10% de &cido citrico acuoso (10 ml) y una
vez con salmuera saturada (10 ml) y se sec6 sobre sulfato de magnesio anhidro. Se filtré el sulfato de magnesio y el
filtrado se concentré bajo presion reducida para proporcionar trans-acido 8-metil-6-nonanoico (250 mg, 1,47 mmol,
de pureza 98,8%, Rendimiento 35,1%).

"H-NMR (CDCls, &): 0,96 (d, 6H, J=6,8Hz), 1,38-1,46 (m, 2H), 1,60-1,70 (m, 2H), 1,95-2,05 (m, 2H), 2,18-2,38 (m,
1H), 2,35 (t, 2H, J=7,4Hz), 5,28-5,42 (m, 2H).

[Ejemplo 4] Sintesis de acido 8-metilnonanoico (Procedimiento para sintetizar a alta pureza utilizando CuBr como
catalizador)

Un recipiente de tres bocas de 500 ml equipado con un termémetro se sustituyd con argén y se agregd CuBr (481
mg, 3,36 mmol). Se agregd NMP (43,1 ml, 449 mmol) y se disolvié a temperatura ambiente, y el recipiente de
reaccion se enfrio a -20 C. Se agregé THF (10 ml) y 6-bromo-n-hexanoato de etilo (25,0 g, 112 mmol) se agregé por
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goteo (temperatura interna -8'C). Después de agitarse durante 10 min, una solucion (160 ml) de bromuro de
isobutilmagnesio en THF, que se prepar6 aparte, se agregé lentamente por goteo durante 60 min.

90 min después de haberse completado la adicion por goteo, se agregd lentamente por goteo solucién acuosa al
10% de cloruro de amonio (120 ml) lo que inactivo la reaccion, y la mezcla se extrajo con n-hexano (120 ml). La capa
de n-hexano se lavo con solucion acuosa al 10% de cloruro de amonio (100 ml), agua (100 ml) y salmuera saturada
(50 ml), se seco sobre sulfato de magnesio anhidro y se filtro, y el filtrado se concentré bajo presion reducida para
proporcionar un producto en bruto (24,2 g de 8-metilnonanoato de etilo) como un aceite amarillo claro. La pureza
medida mediante GC-MS resulté de 97,5%.

A partir del 8-metilnonanoato de etilo obtenido, se colocaron 22,2 g en un recipiente berenjeniforme de 500 ml, y se
disolvio en etanol (77 ml). Se agregd por goteo un solucion acuosa 2M de NaOH (77 ml, 154 mmol) a temperatura
ambiente durante 5 min. Después de haberse completado la adicion por goteo, la mezcla se calento, agitdandose en
un bano de aceite a 60°C durante 90 min. Después de la confirmacién de la desaparicion del material de partida
mediante TLC, la mezcla se enfrié a temperatura ambiente.

Se evaporo el etanol bajo presién reducida. Se agregé agua (40 ml) a la solucion y la solucion se lavo con éter t-Butil
metilico (80 ml). La capa acuosa se lavé adicionalmente con éter t-Butil metilico (80 ml). Posteriormente, la capa
acuosa se acidificd con solucion 2M de HCI acuoso (120 ml), y la mezcla se extrajo con n-hexano (80 ml). La capa n-
hexano se lavd con agua (80 ml), agua (40 ml) y salmuera saturada (40 ml), se seco sobre sulfato de magnesio
anhidro y se filtro, y el filtrado se concentré bajo presion reducida para proporcionar 17,3 g of acido 8-metilnonanoico
como un aceite amarillo claro. 15,3 g del mismo se destil6 bajo presion reducida para proporcionar 12,7 g de acido
8-metilnonanoico como un aceite amarillo claro. La pureza medida mediante GC-MS resultdé no menor de 99,9%.
Rendimiento total a partir de 6-bromo-n-hexanonoato de etilo, 81%.

[Ejemplo 5] Sintesis de dihidrocapsiato - 1

Se midieron acido 8-metilnonanoico (1,00 g, 5,80 mmol), alcohol vanillilico (851 mg, 5,52 mmol) y Novozym 435 (50
mg) y se colocaron en un matraz (25 m1). La mezcla en el recipiente destapado se calentd, agitandose en un bafio
de aceite a 50°C durante 20 h. Después de 2 a 3 h de agitacion con calentamiento, se observé prendimiento de
agua en la pared de la parte superior del recipiente. La mezcla de reaccion se volvio a llevar a temperatura
ambiente, se agregd hexano (25 ml), y Se filtraron Novozym 435 y una pequefia cantidad del alcohol vanillilico
precipitado. Se agrego6 hexano (25 ml) al filtrado y la mezcla se lavé con una solucién de acido citrico acuoso al 5%
(25 ml) y salmuera saturada (25 ml) y se sec6 sobre sulfato de magnesio anhidro. Se filtr6 el sulfato de magnesio y
el filtrado se concentré bajo presion reducida para proporcionar una mezcla (1,66 g) de dihidrocapsiato y acido 8-
metilnonanoico como un aceite incoloro. Como resultado del analisis, el rendimiento de dihidrocapsiato fue 89,7%, y
la pureza resulté en un 99,5% en area mediante HPLC. La mezcla contenia 8,0% en peso de acido 8-metilnonanoico
con respecto a dihidrocapsiato.

"H-NMR (CDCls, 8): 0,86 (d, 6H, J=6,60Hz), 1,12-1,37 (m, 8H), 1,46-1,64 (m, 3H), 2,32 (t, 2H, J=7,56Hz), 3,89 (s,
3H), 5,02 (s, 2H), 5,63 (br, 1H), 6,83-6,90 (m, 3H)

[Ejemplo 6] Sintesis de capsiato

Se midieron trans-acido 8-metil-6-nonanoico (1,00 g, 5,87 mmol), alcohol vanillilico (1,085 g, 7,04 mmol) y Novozym
435 (100 mg) y se colocaron en un matraz (25 ml). La mezcla en el recipiente destapado se calento, agitandose en
un bafio de aceite a 50°C durante 16 h. Después de 2 a 3 h de agitacién con calentamiento, se observo
prendimiento de agua en la pared de la parte superior del recipiente. La mezcla de reaccién se volvié a llevar a
temperatura ambiente, se agregdé hexano (25 ml) y Novozym 435 y se filtr6 el alcohol vanillilico precipitado. Se
agreg6 hexano (25 ml) al filtrado y la mezcla se lavo con solucion de acido citrico acuoso al 5% (25 ml) y salmuera
saturada (25 ml), y se secd sobre sulfato de magnesio anhidro. Se filtré el sulfato de magnesio y el filtrado se
concentrd bajo presion reducida. Debido a que se confirmé la produccion de otras impurezas polares aparte de
alcohol vanillilico mediante TLC, el residuo se disolvié en 50 mL de hexano, se paso a través de una columna corta
cargada con 1,5 g de gel de silice y el gel de silice se lavo suficientemente con una mezcla solvente de hexano y
acetato de etilo (relacion volumétrica 10:1). La impureza mencionada anteriormente no se detectd en el eluyente
mediante TLC. El eluyente se concentrd bajo presion reducida para proporcionar capsiato (1,56 g, Rendimiento
86,6%) como un aceite incoloro. Este capsiato contenia rastros de acido trans-8-metil-6-nonanoico.
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"H-NMR (CDCls, 8): 0,95 (d, 6H, J=6,74Hz) , 1,33-1,40 (m, 2H), 1,59-1,67 (m, 2H), 1,94-1,99 (m, 2H), 2,18-2,23 (m,
1H), 2,33 (t, 2H, J=7,52Hz), 3,89 (s, 3H), 5,02 (s, 2H), 5,26-5,39 (m, 2H), 5,63 (br, 1H), 6,83-6,90 (m, 3H)

[Ejemplo de referencia 7] Sintesis de decanoato vanillilico - 1

Se midieron acido decanoico (1,00 g, 5,80 mmol), alcohol vanillilico (880 mg, 5,71 mmol) y Novozym 435 (25 mg) y
se colocaron en un matraz (25 ml) y se agregé hexano (0,5 ml). La mezcla en el recipiente destapado se calentd,
agitandose en un bafio de aceite a 50 durante 48 h. Después de 2 a 3 h de agitacion con calentamiento, se observo
prendimiento de agua en la pared de la parte superior del recipiente. El recipiente se volvié a llevar a temperatura
ambiente, se agregd hexano (25 ml) a la mezcla de reaccion, se filtraron Novozym 435 y una pequefia cantidad del
alcohol vanillilico precipitado. Se agregd hexano (25 ml) al filtrado, y la mezcla se lavé con solucidn de acido citrico
acuoso al 5% (25 ml) y salmuera saturada (25 ml) y se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro. Se filtré el sulfato
de magnesio, y el filtrado se concentrd bajo presion reducida para proporcionar una mezcla (1,69 g) de decanoato
vanillilico y acido decanoico como un aceite incoloro. Como resultado del analisis, el rendimiento de decanoato
vanillilico fue de un 93,1%. La mezcla contenia 2,9% en peso de acido decanoico con respecto a decanoato
vanillilico.

"H-NMR (CDCls, 3): 0,87 (t, 3H, J=7,1Hz), 1,18-1,30 (m, 12H), 1,55-1,65 (m, 2H), 2,33 (t, 2H, J=7,7Hz), 3,90 (s, 3H),
5,03 (s, 2H), 5,64 (br, 1H), 6,80-6,90 (m, 3H)

[Ejemplo 8] Sintesis de decanoato vanillilico - 2 (se repitid el uso de encima)

Se midieron acido decanoico (2,00 g, 11,61 mmol), alcohol vanillilico (1,74 g, 11,27 mmol) y Novozym 435 (100 mg)
y se colocaron en un matraz (25 ml). La mezcla en el recipiente destapado se calentd, agitandose en un bafio de
aceite a 50°C durante 20 h. Después de 2 a 3 h de agitacién con calentamiento, se observé prendimiento de agua
en la pared de la parte superior del recipiente. La mezcla de reaccién se volvié a llevar a temperatura ambiente, se
agregd hexano (50 ml), y Se filtraron Novozym 435 y una pequefia cantidad del alcohol vanillilico precipitado. El
filtrado se lavé con solucion de acido citrico acuoso al 5% (25 ml) y salmuera saturada (25 ml) y se secé sobre
sulfato de magnesio anhidro. Se filtr6 el sulfato de magnesio y el filtrado se concentré bajo presion reducida para
proporcionar una mezcla (3,41 g) de decanoato vanillilico y acido decanoico como un aceite incoloro. Como
resultado del analisis, el rendimiento de decanoato vanillilico fue de un 94,1%. La mezcla contenia 6,0% en peso de
acido decanoico con respecto a decanoato vanillilico.

La operacion mencionada anteriormente se repitié utilizando, como un catalizador, una mezcla recuperada mediante
la operacién mencionada anteriormente, que contenia Novozym 435 y una pequefia cantidad de alcohol vanillilico.
Una mezcla (3,42 g) de decanoato vanillilico y acido decanoico se obtuvo como un aceite incoloro. Como resultado
del analisis, el rendimiento de decanoato vanillilico fue de un 95,5%. La mezcla contenia 3,2% en peso de acido
decanoico con respecto a decanoato vanillilico.

La operaciéon mencionada anteriormente se repitié utilizando como catalizador una mezcla recuperada mediante la
operacion mencionada anteriormente, que contenia Novozym 435 y una pequefia cantidad de alcohol vanillilico. Una
mezcla (3,47 g) de decanoato vanillilico y acido decanoico se obtuvo como un aceite incoloro. Como resultado del
analisis, el rendimiento de decanoato vanillilico fue de un 94,8%. La mezcla contenia 5,1% en peso de acido
decanoico con respecto al decanoato vanillilico.

La operacion mencionada anteriormente se repitié utilizando, como un catalizador, una mezcla recuperada mediante
la operacién mencionada anteriormente, que contenia Novozym 435 y una pequefia cantidad de alcohol vanillilico.
Una mezcla (3,46 g) de decanoato vanillilico y acido decanoico se obtuvo como un aceite incoloro. Como resultado
del analisis, el rendimiento de decanoato vanillilico fue de un 95,4%. La mezcla contenia 4,1% en peso de acido
decanoico con respecto a decanoato vanillilico.

[Ejemplo 9] Sintesis de dihidrocapsiato - 2

Se midieron acido 8-metilnonanoico (1,50 g, 8,70 mmol), alcohol vanillilico (1,34 g, 8,70 mmol) y lipasa PS "Amano"
(375 mg) y se colocaron en un matraz (25 ml). La mezcla en el recipiente destapado se calentd, agitandose en un
bafo de aceite a 55°C durante 45 h. Después de 2 a 3 h de agitacién con calentamiento, se observé prendimiento
de agua en la pared de la parte superior del recipiente. El recipiente se volvié a llevar a temperatura ambiente, se
agregd heptano (10 ml) a la mezcla de reaccion y la mezcla se agité durante 10 min. Se filtré lipasa PS "Amano" y
una pequefia cantidad del alcohol vanillilico precipitado. El filtrado se concentrd bajo presion reducida y el aceite que
se obtuvo (2,48 g) se analizé mediante HPLC para encontrar que dihidrocapsiato estaba contenido en un 94,0% en
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area. La mezcla se repartié con heptano (15 ml) y solucién de &cido citrico acuoso al 10% (15 ml) y la capa acuosa
se extrajo adicionalmente con heptano (15 ml). Las capas de heptano combinadas se lavaron con salmuera saturada
(15 ml) y se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro. Se filtré el sulfato de magnesio, y el filtrado se concentro
bajo presién reducida para proporcionar una mezcla (2,45 g) de dihidrocapsiato y acido 8-metilnonanoico como un
aceite incoloro. Como resultado del analisis, el rendimiento de dihidrocapsiato fue del 80,9%, y la pureza resulté en
un 97,4% en area mediante HPLC. La mezcla contenia 12,6% en peso de acido 8-metilnonanoico con respecto a
dihidrocapsiato.

[Ejemplo 10] Sintesis de dihidrocapsiato - 3

Se midieron acido 8-metilnonanoico (1,50 g, 8,70 mmol), alcohol vanillilico (1,34 g, 8,70 mmol) y lipasa PS-C
"Amano" | (enzima inmovilizada en ceramica: 375 mg) y se colocaron en un matraz (25 ml). La mezcla en el
recipiente destapado se calentd, agitandose en un bafio de aceite a 55°C durante 45 h. Después de 2 a 3 h de
agitacion con calentamiento, se observd prendimiento de agua en la pared de la parte superior del recipiente. El
recipiente se volvio a llevar a temperatura ambiente, se agregd heptano (10 ml) a la mezcla de reaccién y la mezcla
se agité durante 10 min. La enzima se inmovilizo y se filtré una pequefia cantidad del alcohol vanillilico precipitado.
El filtrado se concentré bajo presion reducida y el aceite que se obtuvo (2,68 g) se analizé mediante HPLC para
encontrar que dihidrocapsiato estaba contenido en un 92,9% en area. La mezcla se repartié con heptano (15 ml) y
solucion de acido citrico acuoso al 10% (15 ml) y la capa acuosa se extrajo adicionalmente con heptano (15 ml). Las
capas de heptano combinadas se lavaron con salmuera saturada (15 ml) y se secaron sobre sulfato de magnesio
anhidro. Se filtr6 el sulfato de magnesio y el filtrado se concentré bajo presion reducida para proporcionar una
mezcla (2,61 g) de dihidrocapsiato y acido 8-metilnonanoico como un aceite incoloro. Como resultado del analisis, el
rendimiento de dihidrocapsiato fue del 95,5%, y la pureza resulté en un 97,1% en area mediante HPLC. La mezcla
contenia 1,97% en peso de acido 8-metilnonanoico con respecto a dihidrocapsiato.

[Ejemplo 11] Sintesis de dihidrocapsiato-4

Se midieron acido 8-metilnonanoico (1,65 g, 9,59 mmol), alcohol vanillilico (1,34 g, 8,70 mmol) y lipasa PS-C
"Amano" | (enzima inmovilizada en ceramica: 335 mg) y se colocaron en un matraz (25 ml). La mezcla en el
recipiente destapado se calentd, agitandose en un bafio de aceite a 45°C durante 37,5 h. Después de 2 a 3 h de
agitacion con calentamiento, se observd prendimiento de agua en la pared de la parte superior del recipiente. El
recipiente se volvio a llevar a temperatura ambiente, se agregé heptano (10 ml) a la mezcla de reaccion y la mezcla
se agité durante 10 min. La enzima se inmovilizo y se filtré una pequefia cantidad del alcohol vanillilico precipitado.
El filtrado se concentré bajo presion reducida y el aceite que se obtuvo se analizé6 mediante HPLC para encontrar
que dihidrocapsiato estaba contenido en un 95,7% en area. La mezcla se repartié con heptano (20 ml) y solucién de
acido citrico acuoso al 10% (20 ml) y la capa acuosa se extrajo adicionalmente con heptano (20 ml). Las capas de
heptano combinadas se lavaron con salmuera saturada (15 ml) y se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro. Se
filtrd el sulfato de magnesio, y el filtrado se concentré bajo presion reducida para proporcionar una mezcla (2,50 g)
de dihidrocapsiato y acido 8-metilnonanoico como un aceite incoloro. Como resultado del analisis, el rendimiento de
dihidrocapsiato fue del 73,1%, y la pureza result6é en un 99,3% en area mediante HPLC. La mezcla contenia 27,4%
en peso de acido 8-metilnonanoico con respecto a dihidrocapsiato.

[Ejemplo de referencia 12] Sintesis de dihidrocapsiato - 5

Se midieron acido 8-metilnonanoico (1-,54 g, 8,95 mmol) y alcohol vanillilico (1,34 g, 8,70 mmol), se colocaron en un
matraz (25 ml) y se disolvi6 en heptano (0,5 ml). Se agregd Lipasa PS-C "Amano" | (enzima inmovilizada en
ceramica: 335 mg) y la mezcla se calento, agitandose en un bafio de aceite a 55°C durante 13,5 h. Despuésde 2a 3
h de agitacién con calentamiento, se observé prendimiento de agua en la pared de la parte superior del recipiente. El
recipiente se volvié a llevar a temperatura ambiente, se agregdé heptano (5 ml) a la mezcla de reaccién y la mezcla
se agité durante 10 min. La enzima se inmovilizo y se filtré una pequefia cantidad del alcohol vanillilico precipitado.
El filtrado se concentré bajo presion reducida y el aceite que se obtuvo (2,42 g) se analizé mediante HPLC para
encontrar que dihidrocapsiato estaba contenido en un 97,2% en area. La mezcla se repartié con heptano (15 ml) y
solucion de acido citrico acuoso al 10% (15 ml) y la capa acuosa se extrajo adicionalmente con heptano (15 ml). Las
capas de heptano combinadas se lavaron con agua (10 ml) y salmuera saturada (10 ml) y se secaron sobre sulfato
de magnesio anhidro. Se filiré el sulfato de magnesio, y el filtrado se concentré bajo presiéon reducida para
proporcionar una mezcla (2,42 g) de dihidrocapsiato y acido 8-metilnonanoico como un aceite incoloro. Como
resultado del analisis, el rendimiento de dihidrocapsiato fue del 72,3%, y la pureza resulté en un 99,6% en area
mediante HPLC. La mezcla contenia 24,8% en peso de acido 8-metilnonanoico con respecto a dihidrocapsiato.
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[Ejemplo 13] Sintesis de dihidrocapsiato - 6

Se midieron acido 8-metilnonanoico (1,54 g, 8,95 mmol), alcohol vanillilico (1,34 g, 8,70 mmol) y lipasa PS-C
"Amano" | (enzima inmovilizada en ceramica: 335 mg) y se colocaron en un matraz (25 ml). La mezcla en el
recipiente destapado se calento, agitandose en un bafio de aceite a 55°C durante 13,5 h. Después de 2 a 3 h de
agitacion con calentamiento, se observd prendimiento de agua en la pared de la parte superior del recipiente. El
recipiente se volvié a llevar a temperatura ambiente, se agregdé heptano (5 ml) a la mezcla de reaccién y la mezcla
se agité durante 15 min. La enzima se inmovilizo y se filtré una pequefia cantidad del alcohol vanillilico precipitado.
El filtrado se concentré bajo presion reducida y el aceite que se obtuvo (2,73 g) se analizé mediante HPLC para
encontrar que dihidrocapsiato estaba contenido en un 96,3% en area. La mezcla se repartié con heptano (15 ml) y
solucion de acido citrico acuoso al 10% (15 ml) y la capa acuosa se extrajo adicionalmente con heptano (15 ml). Las
capas de heptano combinadas se lavaron con agua (10 ml) y salmuera saturada (10 ml) y se secaron sobre sulfato
de magnesio anhidro. Se filtr6 el sulfato de magnesio y el filtrado se concentr6 bajo presion reducida para
proporcionar una mezcla (2,67 g) de dihidrocapsiato y acido 8-metilnonanoico como un aceite incoloro. Como
resultado del analisis, el rendimiento de dihidrocapsiato fue del 95,5%, y la pureza resulté en un 99,3% en area
mediante HPLC. La mezcla contenia un 4,18% en peso de acido 8-metilnonanoico con respecto a dihidrocapsiato.

[Ejemplo 14] Sintesis de decanoato vanillilico - 3

Se midieron acido decanoico (25,0 g, 145 mmol), alcohol vanillilico (21,7 g, 141 mmol) y Novozym 435 (723 mg) y se
colocaron en un matraz (25 ml). La mezcla en el recipiente destapado se calentd, agitandose en un bafio de aceite a
50°C durante 48 h. Después de 2 a 3 h de agitacion con calentamiento, se observé prendimiento de agua en la
pared de la parte superior del recipiente. El recipiente se volvié a llevar a temperatura ambiente, hexano (100 ml) se
agregod a la mezcla de reaccion y la mezcla se agitdé durante 1 h. La enzima se inmovilizé y se filtrd6 una pequefa
cantidad del alcohol vanillilico precipitado. Se agregé hexano (100 ml) y solucién de &cido citrico acuoso al 10%
(200 ml) al filtrado para permitir la particion. La capa acuosa se extrajo adicionalmente con hexano (150 ml), las
capas combinadas de hexano se lavaron con solucion de &cido citrico acuoso al 10% (100 ml), agua (100 ml) y
salmuera saturada (100 ml). La capa de hexano se sec6 sobre sulfato de magnesio anhidro. Se filtré el sulfato de
magnesio, y el filtrado se concentré bajo presion reducida para proporcionar la mezcla (43,7 g) de decanoato
vanillilico y acido decanoico. Como resultado del analisis, el rendimiento de decanoato vanillilico fue de un 97,0% y
la pureza resulté en un 98,6% en area mediante HPLC. La mezcla contenia un 3,94% en peso de acido decanoico
con respecto a decanoato vanillilico.

[Ejemplo 15] Sintesis de dihidrocapsiato - 7

Se midieron acido 8-metilnonanoico (1,54 g, 8,95 mmol), alcohol vanillilico (1,34 g, 8,70 mmol) y Novozym 435 (67,0
mg) y se colocaron en un matraz (25 ml). La mezcla en el recipiente destapado se calento, agitandose en un bafio
de aceite a 55°C durante 16 h. Después de 2 a 3 h de agitacion con calentamiento, se observé prendimiento de
agua en la pared de la parte superior del recipiente. El recipiente se volvié a llevar a temperatura ambiente, se
agrego heptano (5 ml) a la mezcla de reaccion y la mezcla se agité durante 10 min. Se filtraron Novozym 435 y una
pequenia cantidad del alcohol vanillilico precipitado. El filirado se concentré bajo presion reducida y el aceite incoloro
que se obtuvo (2,74 g) se analizé mediante HPLC para encontrar que dihidrocapsiato estaba contenido en un 96,0%
en area. La mezcla se repartié con heptano (15 ml) y solucion de acido citrico acuoso al 10% (15 ml) y la capa
acuosa se extrajo adicionalmente con heptano (15 ml). Las capas de heptano combinadas se lavaron con agua (10
ml) y salmuera saturada (10 ml) y se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro. Se filtrd el sulfato de magnesio y el
filtrado se concentrd bajo presiéon reducida para proporcionar una mezcla (2,65 g) de dihidrocapsiato y acido 8-
metilnonanoico como un aceite incoloro. Como resultado del analisis, el rendimiento de dihidrocapsiato fue del
97,6%, y la pureza resulté en un 99,8% en area mediante HPLC. La mezcla contenia un 1,12% en peso de acido 8-
metilnonanoico con respecto a dihidrocapsiato.

[Ejemplo 16] Sintesis de dihidrocapsiato - 8

Se midieron acido 8-metilnonanoico (1,54 g, 8,95 mmol), alcohol vanillilico (1,34 g, 8,70 mmol) y Novozym 435 (8,90
mg) y se colocaron en un matraz: (25 ml). La mezcla en el recipiente destapado se calento, agitandose en un bafio
de aceite a 55°C durante 45 h. Después de 2 a 3 h de agitacion con calentamiento, se observé prendimiento de
agua en la pared de la parte superior del recipiente. El recipiente se volvié a llevar a temperatura ambiente, se
agregd heptano (10 ml) a la mezcla de reaccion y la mezcla se agitdé durante 30 min. Se filtraron Novozym 435 y una
pequena cantidad del alcohol vanillilico precipitado. El filtrado se concentrd bajo presion reducida y el aceite que se
obtuvo incoloro (2,67 g) se analiz6 mediante HPLC para encontrar que dihidrocapsiato estaba contenido en un
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97,2% en area. La mezcla se repartié con heptano (15 ml) y solucién de &cido citrico acuoso al 10% (15 ml) y la
capa acuosa se extrajo adicionalmente con heptano (15 ml). Las capas de heptano combinadas se lavaron con agua
(15 ml) y salmuera saturada (15 ml) y se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro. Se filtré el sulfato de magnesio,
y el filtrado se concentrd bajo presion reducida para proporcionar una mezcla (2,67 g) de dihidrocapsiato y acido 8-
metilnonanoico como un aceite incoloro. Como resultado del analisis, el rendimiento de dihidrocapsiato fue del
95,9%, y la pureza resulté en un 99,4% en area mediante HPLC. La mezcla contenia un 3,86% en peso de acido 8-
metilnonanoico con respecto a dihidrocapsiato.

[Ejemplo 17] Sintesis de dihidrocapsiato - 9

Se colocaron acido 8-metilnonanoico (310 g, 1,80 mol) y Novozym 435 (9,0 g) en a un recipiente de 1L de cuatro
bocas. La mezcla se calentd, agitandose en un bafio de aceite a 50°C. Posteriormente, se agrego alcohol vanillilico
(90 g, 0,58 mol) y la mezcla se agitd con calentamiento a la misma temperatura bajo presion reducida (74 mmHg)
con una bomba enzima apretando el sifén. Se agregé alcohol vanillilico (90 g, 0,58 mol) 1 h después y 2 h después
cada vez y la mezcla se hizo reaccionar con reaccion de calentamiento de presion reducida. La presion reducida se
detuvo luego de 45 h a partir del comienzo de la reaccién y la agitacion con calentamiento se detuvo. En ese
momento, el sifén contenia agua. Después de confirmar que la mezcla de reaccién habia retornado a temperatura
ambiente, se agreg6 por goteo n-hexano (465 ml) durante 1 h, y la mezcla se agité a presion atmosférica y
temperatura ambiente. La agitacion se detuvo 20 h después y la mezcla se filtré6 mientras se lavaba con n-hexano
(155 ml). Se agregd solucion de acido citrico acuoso al 10% (775 ml) al filtrado para permitir la particiéon. La capa n-
hexano se lavé con agua (775 ml), agua (310 ml) y salmuera al 15% (310 ml) y se seco sobre sulfato de magnesio
anhidro. Se filtr6 el sulfato de magnesio y el filtrado se concentré bajo presion reducida para proporcionar una
mezcla (532 g) de dihidrocapsiato y acido 8-metilnonanoico como un aceite incoloro. Como resultado del analisis, el
rendimiento de dihidrocapsiato fue del 96% vy la pureza resultd en un 99,2% en area mediante HPLC. La mezcla
contenia un 3,1% en peso de acido 8-metilnonanoico con respecto a dihidrocapsiato.

[Ejemplo de referencia 18] Sintesis de decanoato vanillilico - 4

Se midieron acido decanoico (10,0 g, 58. mmol), alcohol vanillilico (8,05 g, 52,2 mmol) y lipasa PS-C "Amano" |
(enzima inmovilizada en ceramica: 1,44 g) y se colocaron en un matraz (500 ml) y se agrego6 tolueno (200 ml). Bajo
una atmésfera de argoén, la mezcla se calentd, agitandose en un bafio de aceite a 40°C durante 2 h. Esta mezcla de
reaccion se concentré bajo presion reducida y se promovié la deshidratacion mediante efecto azeotrépico. Se
agrego6 adicionalmente tolueno (150 ml) al concentrado y la mezcla se calento, agitandose en un bafio de aceite a
40°C durante 20 h. La mezcla de reaccion se concentré nuevamente bajo presion reducida y se agregd heptano
(200 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2,5 h. y se filtraron la enzima inmovilizada y el alcohol
vanillilico precipitado. El filtrado se concentré bajo presiéon reducida para proporcionar una mezcla (15,8 g) de
decanoato vanillilico y acido decanoico. Como resultado del analisis, el rendimiento de decanoato vanillilico fue de
un 98% vy la pureza resultd en un 97,9% en area mediante HPLC. La mezcla contenia un 8,6% en peso de acido
decanoico con respecto a decanoato vanillilico.

[Ejemplo 19] Sintesis de octanoato vanillilico

De la misma manera que el Ejemplo 5 y utilizando acido octanoico disponible comercialmente, octanoato vanillilico
se sintetizd con un rendimiento de 61% (que contenia 29,9% en peso de acido octanoico).

"H-NMR (CDCls, &): 0,88 (d, 3H, J=7,10Hz), 1,20-1,35 (m, 8H), 1,60-1,70 (m, 2H), 2,35 (t, 2H, J=7,40Hz), 3,90 (s,
3H), 5,03 (s, 2H), 6,83-6,90 (m, 3H).

[Ejemplo 20] Sintesis de undecanoato vanillilico

De la misma manera que el Ejemplo 5 y utilizando acido undecanoico disponible comercialmente, se sintetizd
undecanoato vanillilico con un rendimiento del 98% (que contenia un 3,3% en peso de acido undecanoico).

"H-NMR (CDCls, 8): 0,88 (d, 3H, J=6,76Hz) , 1,20-1,35 (m, 14H), 1,58-1,68 (m, 2H), 2,35 (t, 2H, J=7,68Hz), 3,90 (s,
3H), 5,03 (s, 2H), 6,83-6,90 (m, 3H).

[Ejemplo 21] Sintesis de 9-metildecanoato vanillilico

De la misma manera que el Ejemplo 1, se sintetizé acido 9-metildecanoico a partir de bromuro de isopentilo y 6-
bromohexanoato de etilo con un rendimiento del 78% (se purificd6 mediante destilacion bajo presiéon reducida) v,
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utilizando este compuesto, se sintetizd 9-metildecanoato vanillilico con un rendimiento del 91% (que contenia un
3,1% en peso de 9-metilacido decanoico) de la misma manera que el Ejemplo 5.

"H-NMR (CDCls, 8): 0,86 (d, 6H, J=6,64Hz) , 1,12-1,35 (m, 10H), 1,45-1,55 (m, 1H), 1,50-1,60 (m, 2H), 2,34 (t, 2H,
J=7,44Hz), 3,89 (s, 3H) , 5,03 (s, 2H) , 5,60 (brs, 1H), 6,83-6,90 (m, 3H).

[Ejemplo 22] Sintesis de 10-metilundecanoato vanillilico

De la misma manera que el Ejemplo 1, se sintetizd acido 10-metilundecanoico a partir de bromuro de isopentilo y 7-
bromoheptanoato de etilo con un rendimiento del 81% (se purificdé mediante destilacion bajo presion reducida) v,
utilizando este compuesto, 10-metilundecanoato vanillilico se sintetizd6 con un rendimiento de 98% (que contenia
8,5% en peso de 10-metilacido decanoico) de la misma manera que el Ejemplo 5.

1H-NMR (CDCls, 3): 0,86 (d, 6H, J=6,64Hz) , 1,10-1,40 (n, 12H), 1,50-1,60 (m, 1H), 1,60-1,70 (m, 2H) , 2,33 (t, 2H,
J=7,68Hz), 3,90 (s, 3H) , 5,03 (s, 2H) , 5,63 (s, 1H), 6,83-6,90 (n, 3H).

[Ejemplo 23] Sintesis de 6-metiloctanoato vanillilico

De la misma manera que el Ejemplo 1, se sintetizd acido 6-metiloctanoico a partir de 1-cloro-2-metilbutano y 4-
bromobutanoato de etilo con un rendimiento del 83% (se purificé mediante destilacién bajo presion reducida) vy,
utilizando este compuesto, se sintetizd 6-metiloctanoato vanillilico con un rendimiento del 80% (que contenia un
6,7% en peso de 6-metilacido octanoico) de la misma manera que el Ejemplo 5.

'H-NMR (CDCls, &): 0,80-0,9-0 (m, 6H), 1,05-1,19 (m, 2H), 1,221,40 (n, 5H), 1,60-1,70 (n, 2H), 2,34 (t, 2H,
J=7,56Hz), 3,89 (s, 3H), 5,03 (s, 2H), 5,60 (brs, 1H), 6,85-6,91 (n, 3H).

[Ejemplo 24] Sintesis de 7-metilnonanoato vanillilico

De la misma manera que el Ejemplo 1, se sintetizé acido 7-metilnonanoico a partir de 1-cloro-2-metilbutano y 5-
bromopentanoato de etilo con un rendimiento del 90% (se purificdé mediante destilacion bajo presion reducida) vy,
utilizando este compuesto, 7-metilnonanoato vanillilico se sintetizd6 con un rendimiento del 93% (que contenia un
6,8% en peso de 7-metilacido decanoico) de la misma manera que el Ejemplo 5.

'H-NMR (CDCls, 8): 0,80-0,90 (m, 6H) , 1,05-1,20 (m, 2H) , 1,201,38 (m, 7H), 1,60-1,70 (m, 2H), 2,34 (t, 2H,
J=7,72Hz), 3,90 (s, 3H) , 5,03 (s, 2H) , 5,60 (brs, 1H), 6,85-6,91 (m, 3H).

[Ejemplo 25] Sintesis de 8-metildecanoato vanillilico

De la misma manera que el Ejemplo 1, se sintetizd acido 8-metildecanoico a partir de 1-cloro-2-metilbutano y 6-
bromohexanoato de etilo con un rendimiento del 87% (se purificd6 mediante destilacion bajo presiéon reducida) v,
utilizando este compuesto, 8-metildecanoato vanillilico se sintetizé con un rendimiento del 88% (que contenia un
96% en peso de acido 8-metildecanoico) de la misma manera que el Ejemplo 5.

'H-NMR (CDCls, 8): 0,80-0,90 (m, 6H) , 1,02-1,20 (m, 2H) , 1,201,40 (m, 9H) , 1,60-1,70 (m, 2H); 2,34 (t, 2H,
J=7,72Hz), 3,90 (s, 3H) , 5,03 (s, 2H), 5,60 (brs, 1H) , 6,85-6,91 (m, 3H).

[Ejemplo de referencia 1] Estabilidad de capsinoide en ausencia de acido graso

Decanoato vanillilico se sintetizd por separado de alcohol vanillilico y acido decanoico y se examind la estabilidad.
Se separd acido decanoico mediante cromatografia en columna de gel de silice, y el producto purificado se disolvid
en acetonitrilo y se analiz6 mediante HPLC para encontrar un 95,6% en area. Cuando la muestra se analizé
nuevamente 62 h después, la pureza habia disminuido a un 82,0% en area y se confirmé que se habia
descompuesto el decanoato vanillilico.

[Ejemplo 26] Ejemplo de estabilizacion mediante coexistencia de acido graso - 1

Se separdé acido decanoico mediante cromatografia en columna de gel de silice y el producto purificado, decanoato
vanillilico, se disolvié en acetonitrilo y se analizé mediante HPLC 9 h después para encontrar un 90,4% en area. A la
solucién de acetonitrilo del producto purificado, decanoato vanillilico, se agregé un 9,1% en peso de acido decanoico
y la mezcla se analizé mediante HPLC 19,5 h después para encontrar un 97,6% en area, lo que indicé un aumento
de la pureza en comparacion con la ausencia de la adicion del acido decanoico. De forma similar, se agregd un
16,7%p., un 28,7%p. y un 44,8% en peso de acido decanoico a decanoato vanillilico lo que resulté en purezas mas
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altas de un 98,1% en area, un 98,1 % en area y un 97,9 % en area en comparacion con la ausencia de la adicion del
acido decanoico.

[Ejemplo 27] Ejemplo de estabilizacién mediante coexistencia de acido graso - 2

Se analiz6 capsiato que se obtuvo de la misma manera que el Ejemplo 5, que contenia un 3,2% en peso de acido
graso, mediante HPLC para encontrar una pureza de un 97,8% en area. Este capsiato se preservd en un solvente
hexano a 5°C durante 30 dias y se analizé mediante HPLC. Como resultado, la pureza resulté en un 97,6 % en area,
lo que se mantuvo.

[Ejemplo 28] Ejemplo de estabilizacién mediante coexistencia de acido graso - 3

Se analizé dihidrocapsiato obtenido de la misma manera que el Ejemplo 15, que contenia un 2,0% en peso de acido
graso, mediante HPLC para encontrar un 99,2% en area. Este dihidrocapsiato se preservé en un solvente hexano a
5°C durante 30 dias y se analiz6 mediante HPLC. Como resultado, la pureza resultdé en un 99,3 % en area, lo que se
mantuvo.

Aplicabilidad industrial

El procedimiento de la presente invenciéon es util para la produccion industrial de capsinoide, debido a que
capsinoide puede ser convenientemente sintetizado con un alto rendimiento en poco tiempo utilizando técnicas
convencionales y una enzima econoémica. Asimismo, la coexistencia de un éster compuesto (capsinoide) y acido
graso habilité el suministro estable y la preservacion del capsinoide, que es convencionalmente inestable. Por lo
tanto, la composicién obtenida mediante el procedimiento de la presente invencion que comprende un compuesto
éster y acido graso puede usarse como un aditivo de alimentos o un producto farmacéutico.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de produccién de un compuesto éster representado por la formula (3):

donde R1 es un grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de carbono o un grupo alquenilo
sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de carbono, y R2 a R6 son cada uno independientemente un
atomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo alquilo que tiene de 1 a 25 atomos de carbono, un grupo alquenilo
que tiene de 2 a 25 atomos de carbono, un grupo alquinilo que tiene de 2 a 25 atomos de carbono, un grupo alcoxi
que tiene de 1 a 25 atomos de carbono, un grupo alqueniloxi que tiene de 2 a 25 atomos de carbono o un grupo
alquiniloxi que tiene de 2 a 25 atomos de carbono, donde al menos uno de R2 a R6 es un grupo hidroxilo,

que comprende condensar un acido graso representado por la férmula (1):

0

P (1)

HO R1

donde R1 es como se definioé anteriormente,

y un hidroximetilfenol representado por la formula (2):

R2
241

= OH
Y TR

donde R2 a R6 son como se definieron anteriormente,
utilizando una enzima como catalizador sin disolvente.
2. El método de la reivindicacion 1, donde el hidroximetilfenol representado por la formula (2) es alcohol vanillilico.

3. El método de la reivindicacion 1 6 2, donde el acido graso representado por la formula (1) se usa en exceso del
hidroximetilfenol representado por la formula (2) para contener acido graso representado por la formula (1) en la
mezcla de reaccion después de la condensacion.

4. El método de la reivindicacion 1 6 2, que comprende ademas agregar un acido graso representado por la formula

(4):

A

HO™ "R1

donde R1' es un grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de carbono o un grupo alquenilo
sustituido o no sustituido que tiene de 5 a 25 atomos de carbono,

después de la condensacion del acido graso representado por la formula (1) y el hidroximetilfenol representado por
la féormula (2).
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5. El método de la reivindicacion 3, que comprende ademas, después de la condensacién, una etapa de purificacion
para separar de manera preparativa el compuesto de éster obtenido representado por la férmula (3) como una
mezcla con el acido graso representado por la féormula (4).

6. El método de la reivindicacién 4, que comprende ademas, después de la condensacién, una etapa de purificaciéon
para separar de manera preparativa el compuesto de éster obtenido representado por la férmula (3) como una
mezcla con el acido graso representado por la féormula (4).

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde R1 es un grupo seleccionado del grupo que consiste
en un grupo hexilo, un grupo 5-metilhexilo, un grupo trans-5-metil-3-hexenilo, un grupo heptilo, un grupo 6-
metilheptilo, un grupo 5-metilheptilo, un grupo trans-6-metil-4-heptenilo, un grupo octilo, un grupo 7-metiloctilo, un
grupo trans-7-metil-5-octenilo, un grupo nonilo, un grupo 8-metilnonilo, un grupo 7-metilnonilo, un grupo trans-8-
metil-6-nonenilo, un grupo trans-8-metil-5-nonenilo, un grupo trans-7-metil-5-nonenilo, un grupo decilo, un grupo 9-
metildecilo, un grupo trans-9-metil-7-decenilo, un grupo trans-9-metil-6-decenilo, un grupo undecilo y un grupo
dodecilo.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde la enzima es lipasa.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde la condensacién se realiza a una temperatura de
15°C a 90°C.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el acido graso representado por la férmula (1) se
obtiene por hidrdlisis de un compuesto de éster representado por la férmula (8):

0

e R TT

donde R1 es como se definié anteriormente y Rc es un grupo metilo, un grupo etilo, un grupo isopropilo, un grupo
terc-butilo, un grupo alilo o un grupo bencilo,

y someter el compuesto resultante a (A) una etapa de reaccion del compuesto con una base para formar un cristal
de sal y convertir el cristal en una forma libre y/o (8) una etapa de destilacion.

11. El método de la reivindicacion 10, donde el compuesto de éster representado por la formula (8) se obtiene
convirtiendo un compuesto representado por la formula (5):

Ra—X (5)

donde Ra es un grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 24 atomos de carbono o un grupo alquenilo
sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 24 atomos de carbono y X es un atomo de halégeno,

en un reactivo de Grignard representado por la férmula (6):

Ra—MgX (&)

donde Ra y X son como se definieron anteriormente,

y someter el reactivo de Grignard a una reaccién de acoplamiento cruzado con un compuesto representado por la
férmula (7):

o M Re
(73
SRy 07

donde Rb es un grupo alquilo sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 24 atomos de carbono o un grupo alquenilo
sustituido o no sustituido que tiene de 2 a 24 atomos de carbono (siempre que el total de atomos de carbono de Ra 'y
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Rb sea de 5 a 25), Rc es como se definié anteriormente e Y es un atomo de halégeno, un grupo metanosulfoniloxi,
un grupo p-toluenosulfoniloxi, o un grupo trifluorometanosulfoniloxi.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el acido graso representado por la férmula (1) se
obtiene por reaccion de una mezcla de un acido graso representado por la formula (10):

Re i
gy (10
{ H
Rd” (V]f\\\“mcuzﬁ
donde Rd y Re son cada uno independientemente un atomo de hidrogeno o un grupo alquilo que tienen de 1 a 6

atomos de carbono, mes 0 0 1, y n es un nimero enterode 1 a 5,

y un isémero cis de este con una base para formar sales de este, purificando, en base a la diferencia en la
cristalinidad o solubilidad de las sales formadas, una sal de acido graso representado por la formula (10) y
convirtiendo después la sal en una forma libre de esta.
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