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Resumen 
 
 

En este proyecto se desarrolló una metodología para la síntesis enzimática de glicósidos de 

fenilpropanoides (PPGs) con actividad antioxidante. Para su síntesis se emplearon el alcohol 

homovainillínico, los ácidos dihidroferúlico y dihidrocafeico y la D-glucosa. Las estrategia 

sintética utilizó dos etapas: la primera consistió de una glicosilación catalizada por las enzimas β-

glucosidasa de Thermotoga marítima y CGTasa de Thermoanaerobacter sp.;  posteriormente una 

etapa de esterificación catalizada por la lipasa B de Candida antactica inmovilizada. Esta estrategia 

permitió la generación de PPGs con glucosa en sus formas anoméricas α y β, así como la 

incorporación de distintos ácidos fenilpropanoides. En la síntesis de los glucósidos de alcohol 

homovainillínico se obtuvieron conversiones entre 9-10 %, mientras que en la etapa de 

esterificación de los glucósidos se observaron conversiones entre 23-43%. Una vez sintetizados, se 

evaluó su capacidad antioxidante utilizando el radical 2,2-difenilpicrilhidrazilo (DPPH), donde se 

encontró que la glucosilación de alcohol homovainillínico mejoró su actividad antioxidante en 

comparación con su forma aglicona. Se encontró además un efecto originado por la 

configuración del azúcar presente mostrando valores de EC50 menores para el Glu-β-AHV (44.03 

± 0.472 µM) y el Gal-β-AHV (44.47 ± 0.94 µM)  y mayores para el Glu-a-AHV (49.64 ± 1.79 µM). 

Sobre los PPGs generados, encontramos que las moléculas PPG-β-ADHC (11.73 ± 0.29 µM) y 

PPG-α-ADHC (13.61 ± 2.08 µM) tuvieron la mejor actividad antioxidante de todos los 

compuestos evaluados, la cual fue incluso superior a la descrita para el ácido ascórbico usado 

como referencia. Además, se estableció la velocidad de atrapamiento de las moléculas sintetizadas 

hacia el radical DPPH, observándose un comportamiento similar al encontrado en la evaluación 

del EC50. Finalmente, se realizó un análisis de confórmeros de los glucósidos generados y se 

observó que los β-glicósidos presentan características geométricas que permiten diferenciarlos 

con respecto a los α-glicósidos en tanto que moléculas antioxidantes. 
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1. Introducción 
 
 

Los glicósidos de fenilpropanoides (PPGs) son compuestos naturales presentes en una gran 

variedad de plantas. Estas moléculas están constituidas por compuestos fenólicos de tipo C6-C3,  

los cuales se encuentran asociados a uno o varios azúcares mediante enlaces tipo éster y enlaces 

glicosídico (Figura 1). 

 

Figura 1: Estructura del verbascósido (PPG). A: cafeolil (fenilpropanoide), fenólico del 
tipo C6-C3; B: glucosa y ramnosa (azúcar); C: hidroxitirosil (arilalquilo), fenólico tipo C6-
C3. 

 

En los últimos años se ha resaltado el potencial de aplicaciones farmacéuticas que presentan los 

PPGs, ya sea como antioxidantes, antivirales, antitumorales, fungicidas y agentes 

inmunomoduladores. En la actualidad se distribuye comercialmente solo uno de ellos, el 

verbascósido bajo el nombre de Planox-L, del cual se han descrito funciones como anti-

inflamatorio y antimicrobiano (Funes L. et al., 2010).   

En los PPGs la actividad antioxidante es propiedad comúnmente evaluada, la cual esta 

íntimamanete relacionada a la presencia de compuestos fenólicos en su estructura. Se sabe que el 

número y tipo de hidroxilos fenólicos está relacionado a su actividad. Así un mayor número de 

hidroxilos fenólicos se relacionado con una mejor actividad antioxidante. 

Es importante mencionar que la presencia de carbohidratos en numerosas moléculas se ha 

asociado a la modificación de sus propiedades farmacocíneticas, a la protección de grupos 

reactivos, al aumento en la estabilidad y a la modificación de propiedades fisicoquímicas como su 

solubilidad y su polaridad. Una función adicional de los azúcares en la estructura de los PPGs se 
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relaciona con una función de tipo conectora entre los diferentes grupos que los constituyen. Sin 

embargo, cabe señalar que estudios recientes sugieren que los carbohidratos son también 

interesantes antioxidantes (Stoyanova S. et al., 2011), haciendo relevante su estudio en relación 

con su asociación a otro tipo de moléculas. Es claro, que contar con moléculas que integren 

todas estas propiedades resulta interesante desde un punto de vista tecnológico y/o industrial. 

La principal fuente de obtención de los PPGs son los extractos vegetales en los que su 

abundancia es menor al 5%. Por lo que en la búsqueda de estrategias para su obtención de PPGs, 

se han desarrollado métodos de síntesis química tradicional que permiten su obtención con 

rendimientos aceptables (20-25%). Sin embargo, éstas presentan múltiples desventajas como: 

numerosas etapas de protección y desprotección de grupos reactivos, generación de 

subproductos, y el uso de reactivos y catalizadores tóxicos, lo cual en su conjunto presentan 

considerables limitaciones para su implementación.  

Las enzimas son catalizadores altamente selectivos, que han resultado ser una buena alternativa 

para el desarrollo de metodologias de síntesis. Entre sus principales ventajas se encuentran el 

empleo de condiciones suaves de reacción (T= amb, P= 1 atm), disminución de etapas de 

protección y desprotección de grupos funcionales, una alta quimio-, enantio- y estereoselectividad 

en su actividad, así como la facilidad de recuperarar al biocatalizador. En este sentido, el 

desarrollo de una metodología de síntesis enzimática de PPGs resulta ser una muy atractiva 

herramienta para la construcción de novedosas moléculas como este tipo de estructura.  

Bajo esta perspectiva, este trabajo contempla el desarrollo de un método alternativo en la síntesis 

de PPGs aplicando las ventajas que ofrecen los métodos enzimáticos. 
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2. Antecedentes 
 
 

2.1 Antioxidantes y estrés oxidativo 

El oxígeno es un elemento esencial para la vida de los organismos aeróbicos, estos lo requieren 

para llevar a cabo su actividad catabólica. En la mitocondria la molécula de oxígeno es el aceptor 

final de los electrones transferidos desde las coenzimas de óxido reducción a través de la  cadena 

de transporte de electrones con la consecuente formación de agua y la generación de energía. Si 

bien este proceso se encuentra altamente controlado, bajo determinadas condiciones este 

equilibrio puede alterarse dando origen a especies parcialmente reducidas de oxígeno: las especies 

reactivas del oxígeno (ROS) y los radicales libres (RL). Estas especies reactivas que actúan como 

agentes oxidantes, pueden provocar daños acumulativos en moléculas fundamentales para el 

funcionamiento celular, tales como proteínas, lípidos y ADN. De manera natural el organismo 

posee mecanismos de defensa para contrarrestar la presencia de especies oxidantes, sin embargo, 

en algunos casos estos mecanismos de protección llegan a ser sobrepasados por la excesiva 

generación de ROS y RL. Este desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes se conoce 

como estrés oxidativo, y se ha asociado a numerosas enfermedades, así como al proceso normal 

de envejecimiento [Lee R. et al., 2004].  

Una especie oxidante es definida como aquella capaz de aceptar electrones generando un 

desequilibrio electrónico en moléculas vecinas. Los radicales libres son especies oxidantes que 

poseen uno o más electrones desapareados, lo cual los hace altamente inestables y reactivos. Para 

estabilizarse, estos radicales reaccionan rápidamente con moléculas vecinas mediante reacciones 

de oxidación-reducción. Es importante precisar que el término especies reactivas es un término 

colectivo que incluye radicales libres y ciertas especies no radicales (Tabla I), las cuales pueden 

dar origen fácilmente a especies radicales (Esquema 1).  
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Tabla 1.- Nombre y tipo de las principales especies reactivas. 

Radicales 
Nombre Fórmula 

Hidroxilo .OH 
Alcoxilo RO. 
Hidroperoxilo HOO. 
Superóxido O2-. 
Peroxilo ROO. 
Óxido nítrico NO. 
Dióxido de nitrógeno NO2

. 
No radicales 

Nombre Fórmula 
Peróxidos orgánicos ROOR’ 
Oxígeno molecular O2 
Peróxido de hidrógeno H2O2 
Ácido hipocloroso HClO 
Ácido nitroso HNO2 
Catión nitrilo NO2

+ 
Peroxinitrito ONOO 
Ácido peroxinitroso ONOOH 
Ozono O3 

 

 
Es importante mencionar que aunque las condiciones ambientales favorecen la formación de 

especies reactivas y radicales libres, de manera natural los procesos fisiológicos generan per se 

cierta tasa de estas sustancias oxidantes [Lee R. et al., 2004]. En efecto, durante la cadena de 

transporte de electrones se pueden generar especies como el radical superóxido (O2
.-), peróxido 

de hidrógeno (H2O2) y radical hidroxilo (·OH). Este último es una de las especies más reactivas 

que se producen a través de reacciones tipo Fenton, catalizadas por metales de transición, aunque 

también pueden ser generadas por reacciones de tipo Haber-Weiss (Esquema 1).  

 

 

Esquema 1.- Reacciónes tipo Fenton (A) y Haber-Weiss (B) para la generación de 
radicales hidroxilo.    

 

Otra fuente importante de generación de especies oxidantes ocurre mediante la peroxidación 

lipídica, en la cual los radicales libres y otra especies reactivas como el ión hidroxilo son capaces 

(A)  Fe2+ + H2O2  Fe3+ + OH. + O2 
 
(B)  H2O2 + O2

-.  OH. + OH- +O2 
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de extraer un átomo de hidrógeno de un ácido graso saturado generando un radical lipídico (R·), 

el cual  a su vez puede reaccionar con O2 dando lugar a un radical peroxilo (ROO·) (Figura 2).  

 

Figura 2.- Reacción de peroxidación lípidica vía radicales libres. 

 

Para contrarrestar los efectos nocivos de las especies reactivas los organismos han desarrollado sus 

propios mecanismos de defensa antioxidante, integrados por sistemas enzimáticos y no 

enzimáticos. El término antioxidante es referido a una sustancia que presente a una 

concentración baja es capaz de retrasar o prevenir la oxidación de sustratos. 

Entre los sistemas de reducción de especies reactivas enzimáticos se encuentran la superóxido 

dismutasa (SOD), superóxido reductasa (SOR), catalasa, mieloperoxidasas, peroxirredoxinas, 

glutatión peroxidada, entre otras. Por otro lado entre los no enzimáticos, existen moléculas que 

cumplen con esta función antioxidante como el NADH y el glutatión, las cuales ofrecen poder 

reductor para estabilizar especies reactivas. De hecho, en la naturaleza existe un gran número de 

sustancias con potencial actividad antioxidante entre ellas vitaminas hidrosolubles y liposolubles, 

carotenoides y una gran variedad de compuestos fenólicos [Lampe J., 1999; Prior R. et al., 2003], 

cuya actividad antioxidante y potenciales efectos beneficiosos están siendo investigados. 

 

2.2 Compuestos fenólicos: fuentes de obtención naturales y función 

antioxidante 
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Los compuestos fenólicos constituyen en las plantas uno de las principales grupos de metabolitos 

secundarios. Se sabe que en estos organismos desempeñan funciones fisiológicas durante su 

desarrollo y reproducción, aunque también se ha descrito que participan en procesos defensivos 

frente a patógenos y depredadores, además de actuar como filtros solares contra radiación 

ultravioleta (Vogt T., 2009). Los compuestos fenólicos presentan una estructura de anillo 

benceno hidroxilado como elemento común en su estructura, y sobre la cual se pueden incluir 

grupos funcionales como ésteres, metil ésteres, éteres, glicósidos, etc. [Martínez-Valverde et al., 

2000]. La presencia de estos grupos funcionales generan una gran variedad de compuestos 

fenólicos con importante actividad antioxidante, entre los que se encuentran alcoholes, 

difenoles, ácidos fenólicos, ácidos cinámicos, cumarinas, flavonoides, flavonas e isoflavonas, 

flavonoles, flavononas (Maestro-Durán R. & Borja Padilla R., 1993).  

Los compuestos fenólicos están presentes en todo el reino vegetal y sus cantidades y tipos varían 

en función de la especie vegetal y variedad, así como la parte de la planta considerada (frutos, 

semillas, hojas, tallos, etc.), las horas de exposición solar, el grado de madurez y las condiciones 

ambientales. Los compuestos fenólicos habitualmente se presentan conjugados con azúcares 

como la glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, o los ácidos glucurónico y galacturónico. 

Pero también pueden unirse a ácidos carboxílicos, ácidos orgánicos, aminas y lípidos. Se 

considera que estas asociaciones estructurales contribuyen en buena manera a mejorar su 

estabilidad y en consecuencia a mejorar su actividad.  

La actividad antioxidante en los compuestos fenólicos se atribuye principalmente a su facilidad 

para ceder átomos de hidrógeno del grupo hidroxilo aromático a un radical libre, además de 

permitir la deslocalización de cargas en el sistema de dobles enlaces del anillo aromático. En 

numerosos reportes se ha establecido que el número y tipo de grupos hidroxilo presentes en 

compuestos fenólicos son determinantes para su actividad antioxidante (Heilmann J. et al., 2000; 

Wang P.F. et al., 1996; Shi Y. et al., 1999; Siquet P. et al., 2006; Xiong, Q. et al., 1998; Xiong, Q. 

et al., 1996). Estos compuestos presentan además una estructura química ideal para captar iones 

metálicos (principalmente hierro y cobre). De hecho, se ha propuesto que este proceso ocurre 

mediante la quelación de metales de tipo Fe2+ (Li J. et al., 1997), favoreciendo asi eventos de 

acomplejación por parte de los grupos hidroxilo fenólicos y evitando así la formación de radicales 

libres a través de reacciones tipo Fenton [Rice-Evans et al.,1997]. Es importante señalar que 

además de cumplir una función como antioxidantes, se sabe que este tipo de moléculas también 
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poseen actividades biológicas beneficiosas diversas, entre las que se encuentran efectos 

vasodilatadores, anticarcinogénicos, antiinflamatorios, bactericidas, estimuladores de la respuesta 

inmune, antialérgicos, antivirales e inhibidores de enzimas pro-oxidantes. 

Un gran número de compuestos fenólicos diversos se han identificado en plantas. Se sabe 

además, que el origen metabólico de estos es la ruta del ácido shikímico (Ácido (3R,4S,5R)-3,4,5-

trihidroxi-1-ciclohexen-1-carboxílico) y la de los fenilpropanoides [Robards K. et al., 1999] (Figura 

3).  

 

 

Figura 3.- Ruta de biosíntesis para derivados de fenilpropanoides. SD: ácido shikímico 
deshidrogenasa; PAL: fenilalanina amonio liasa; C4H: ácido cinámico 4-hidroxilasa; CHS: 
chalcona sintasa; C3H: p-cumarato 3-hidroxilasa; 4CL: 4-cumarato-CoA ligasa; COMT: 
cafeato O-metiltransferasa (Modificado de Zhao S. et al., 2012).   

 

Existen distintas familias de compuestos fenólicos, las cuales se caracterizan por el número de 

átomos de carbono de su esqueleto molecular. Entre los que se encuentran los ácidos fenólicos 

formados por el grupo de los ácidos cinámicos (C6-C3) y los ácidos benzoicos (C6-C1 o C6-C2); 

flavonoides (C6-C3-C6), proantocianidinas o taninos condensados ((C6-C3-C6)n); estilbenos 

(C6-C2-C6); cumarinas (C6-C3), lignanos (C6-C3-C3-C6) y ligninas ((C6-C3)n) (Figura 4).  
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Figura 4.- Principales familias de compuestos fenólicos presentes en plantas. 

 

2.2.1 Los ácidos benzoicos y fenilpropiónicos    

Los ácidos benzoicos o derivados del ácido hidroxibenzoico poseen una estructura básica C6-C1. 

Entre los principales ácidos benzoicos se encuentran los ácidos gálico, salicílico, p-

hidroxibenzoico, protocatécuico, vanílico y siríngico, estos cuatro últimos son abundantes ya que 

forman parte de las ligninas (Figura 5). Estos ácidos se presentan en general de forma conjugada 

formando dímeros (ácido elágico), trímeros (ácido tergálico) o tetrámeros (ácido galágico). 

Entre los compuestos fenólicos de tipo fenilpropanoide más abundantes en plantas se 

encuentran el ácido cafeico [Manach C. et al., 2004]; y en menor proporción el ácido ferúlico, 

ambos presentan una amplia distribución en especies vegetales. El ácido cafeico y sus derivados se 

encuentran principalmente formando ácidos clorogénicos, los cuales son producto de la 

esterificación entre los ácidos cafeico y quínico. Por su parte, el ácido ferúlico se encuentra 

generalmente formando enlaces éster con la hemicelulosa de la fibra dietética.  Cabe destacar que 

tanto el ácido ferúlico, como el cafeico pertenecen a la familia de los ácidos fenilpropanoides (o 

ácidos cumáricos), los cuales presentan un esqueleto molécular tipo C3-C6 (Figura 5).  
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Compuesto R1 R2 R2  Compuesto R1 R2 R3 R4 

Á. ferulico OCH3 OH H  Á. salicílico H H H OH 

Á. cafeico OH OH H  Á. gálico OH OH OH H 

Á. sinápico OCH3 OH OCH3  Á. p-hidroxibenzoico H OH H H 

Á. p-cumarico H OH H  Á. protocatécuico H OH OH H 

     
Á. vanilico H OH OCH3 H 

     
Á. siríngico OCH3 OH OCH3 H 

 
Figura 5.- Principales fenilpropanoides (A) y ácidos cinámicos (B) abundantes en plantas. 
Principales compuestos de la familia de lo ácidos fenólicos con estructura tipo C6-C3 (A) y 
C6-C1 (B). 

 

2.3 Actividad antioxidante en carbohidratos 

Los carbohidratos son biomoléculas con una amplia y diversa distribución en seres vivos, son 

moléculas de gran relevancia en procesos biológicos tales como metabolismo energético, 

señalización, función estructural, entre otras. En la actualidad la actividad antioxidante de estas 

moléculas ha estado tomando gran importancia, ya que se ha demostrado que moléculas como 

glucosa, fructosa, sacarosa, esteviosidos, inulina y levana presentan una mejor actividad 

antioxidante hacia radicales hidroxilo y superóxido que el manitol (Stoyanova S. et al., 2011). Por 

consiguiente existe el interés en estudiar la función de los carbohidratos como moléculas 

antioxidantes (Chen X. et al., 2013; Wu Q. et al., 2010; Jia X. et al., 2013) y a discernir cual es la 

naturaleza y origen de esta actividad.  

Estructuralmente los carbohidratos son moléculas polihidroxiladas de tipo aldehido o cetona. 

Estos grupos son químicamente susceptibles a oxidación y sus propiedades reductoras son una 

característica normalmente evaluada en procedimientos de bioquímica común tales como las 

pruebas de Bennedict, Tollens y Fehling. En un estudio reciente ha propuesto que el posible 

mecanismo mediante el cual los carbohidratos actúan como antioxidante sobre radicales 

hidroxilo ocurre a través de la transferencia de átomos de hidrógeno (HAT). Este estudio 

propone que los átomos de hidrógeno de carbonos hidroxilados son energéticamente más 
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susceptibles a disociarse que los unidos a un átomo de oxígeno (Hernández-Marín E. & Martínez 

A., 2012). La inclusión de los carbohidratos a un nuevo grupo como moléculas antioxidantes, 

hace interesante su estudio sobre los efectos ocasionados sobre otro tipo de moléculas como 

glucósidos y algunas otras donde puedan ser encontrados como los glicósidos de 

fenilpropanoides. 

Otro efecto importante que se presenta en carbohidratos, es el llamado efecto anomérico. Este 

efecto se caracteriza por proporcionar a moléculas como los carbohidratos una configuración 

(estereoquímica) particular en función de los grupos presentes sobre el carbono anomérico del 

azúcar. Algunas de características que influyen sobre este efecto son: contribuciones estéricas y 

conformacionales de la molécula, así como propiedades electrónicas de los átomos que la 

componen. Este tipo de efecto suele tener consecuencias importantes sobre la energía, estructura 

y comportamiento cinético de las moléculas (Tvaroska I. & Bleha T., 1989).  

  

2.4 Los PPGs y su actividad antioxidante  

Los PPGs son compuestos estrechamente asociados a las rutas biosintéticas de compuestos 

fenólicos presentes en plantas. Algunas variedades vegetales de las que han sido aislados son 

Callicarpa dichotoma (temprano amatista), Lippia triphylla (cedrón), Rhodiola rosea (raíz de oro), 

Eleutherococus senticosus (ginsen siberiano), Syringa vulgaris (lila), Echinacea purpurea (equinácea), 

Melissa officinalis (citronela) y Silybum marianus (cardo mariano) (Kurkin V. A., 2003). 

Actualmente los PPGs se estudian con gran interés debido a su amplio potencial farmacológico, 

ya que una gran número de actividades terapéuticas como antitumorales, antivirales, anti-

inflamatorios, antibacteriales, anti-ateroescleróticos, anti-agregadores de plaquetas, anti-

hipertensivos, relajantes, analgésicos, hepatoprotectores, inmunosupresores, preventivos de la 

neurodegeneración, atrapadores de radicales libres, reparadores de daño oxidativo sobre DNA 

han sido relacionadas a estas moléculas, las cuales están presentes en plantas medicinales (Pan X. 

et al., 2003; Kurkin V., 2003)  

Los PPGs puede ser estructuralmente sencillos cuando se observa que están formados 

únicamente por tres moléculas; dos compuestos fenólicos del tipo C6-C3, los cuales también es 

posible encontrar en configuración C6-C2, y un núcleo de carbohidrato. Estas moléculas están 

unidas mediante un enlace glicosídico y otro de tipo éster, ambos sobre la molécula de 



 
 

22 

carbohidrato. En estos compuestos la presencia de carbohidratos permite modular propiedades 

como solubilidad, reactividad y biodisponibilidad, pero además funcionar como un conector 

entre las estructuras. En los PPGs naturales la D-glucosa es el carbohidrato más abundante, 

aunque también es común encontrar D-ramnosa, D-fucosa, D-xilosa, D-galactosa y D-fructosa. La 

configuración anomérica de los carbohidratos presentes en los PPGs es en su mayoría del tipo β, 

formando enlaces glicosídos con aril alcoholes tipo C6-C3 como el alcohol vainillinico, el 3-

hidroxitirosol, el DL-3,4-hidroxifenilglicol, el 2-hidroxibencil alcohol y el alcohol cinámico. Por 

otra parte, entre los fenilpropanoides más abundantes en PPGs se encuentran el ácido cinámico, 

el ácido p-cumárico, el ácido cafeico, el ácido ferúlico y el ácido sinápico, entre otros, aunque 

también es común encontrar moléculas con un arreglo tipo C6-C2 (Nenadis N. et al., 2003). 

Entre las posiciones de esterificación más comunes de este tipo de compuestos fenólicos sobre los 

carbohidratos en PPGs se encuentran la 2, 4 y 6 y de manera menos frecuente la posición 3 

(Kurkin V., 2003; Boeckler G. et al., 2011). 

Se ha propuesto que muchas de las propiedades farmacológicas presentes en los PPGs están 

relacionadas con su actividad como antioxidantes, donde los grupos fenólicos son los principales 

responsables de esta actividad como antioxidantes y atrapadores de radicales libres (López-

Munguía A. et al., 2011; Moon J. & Shibamoto T., 2009). Algunos de los PPGs que han sido 

analizados como poderosos antioxidantes son el pedicularósido A, incanósido C, verpectósido, 

luteósido B, verbascosido, grayanosido A, entre muchos otros (Figuras 1 y 6); los cuales han 

mostrado una potente actividad como antioxidante contra radicales como DPPH, .OH,  O2
. 

(Figura 6) (Li X. et al., 2010; Gao J. et al., 2000; Shi Y. et al., 2007; Abdel-Mageed W. et al., 2012; 

Kyriakopoulou I. et al., 2001). 

La concentración de PPGs en especies vegetales es baja (<5%), lo cual ha limitado su 

disponibilidad comercial. Esta limitación ha conducido al desarrollo de metodologías que 

permitan su obtención en grandes cantidades, pero además, en su construcción se pueden 

integrar estrategias que faciliten la síntesis de moléculas novedosas, aumentando así su 

variabilidad estructural. Esto facilitará la construcción de bibliotecas moleculares que puedan ser 

utilizadas para estudiar los efectos estructurales sobre la actividad, y entender como es que ésta se 

relaciona con sus actividades farmacológicas.  
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Figura 6.- Estructura de algunos glicósidos de fenilpropanoides identificados en especies 
vegetales. Las moléculas marcadas (*) disponen de una metodología de síntesis. Se ha 
descrito actividad antioxidante para una gran cantidad de estas moléculas.   

En años recientes se propuso, en base a estudios de química cuántica, que el mecanismo 

principal para la actividad antioxidante de los PPGs es el denominado SPLET (transferencia de 
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electrón por pérdida sencilla de protón). Este mecanismo propone la pérdida sencilla de un 

protón en una primera reacción, para posteriormente transferir un electrón del antioxidante 

cargado negativamente hacia la especie radical, generando así una especie radical en el 

antioxidante, la cual es en principio más estable que el radical mismo (Esquema 2) (López-

Munguía A. et al., 2011). El radical fenoxilo generado es menos reactivo ya que es estabilizado 

por resonancia con los electrones π del anillo aromático. Otra característica que favorece está 

actividad es la presencia de dobles enlaces, los cuales favorecen la deslocalización de los 

electrones y la estabilización del radical fenoxilo.  

 

anti à (anti-H)-1 + H+                       paso 1 

(anti-H)-1 + R. à (anti-H). + R-1          paso 2 

Esquema 2.- Mecanismo SPLET de actividad antioxidante propuesto para PPGs. 
(Esquema tomado de López-Munguía et  a l ., 2012) 

 

En nuestro grupo de trabajo se ha logrado sintetizar PPGs compuestos por galactosa, alcohol 

vainillinico y ácido cafeico, los cuales resultaron ser mejores antioxidantes que el ácido ascórbico. 

Sin embargo, la abundancia de la glucosa en la naturaleza hace interesante la síntesis de PPGs 

que presenten este tipo de carbohidrato, donde además la relativa abundancia de PPGs en 

configuración β puede ser estudiado, para entender los efectos originados de la configuración del 

carbohidrato sobre una propiedad como lo es la actividad antioxidante. 

 

2.4.1 Métodos de síntesis química de PPGs 

Con las actuales demandas en la síntesis de fármacos, la industria de la síntesis química ha 

desarrollado herramientas sumamente versátiles en la construcción de moléculas ya conocidas, 

así como en el desarrollo de moléculas sumamente novedosas. Los PPGs son moléculas de gran 

interés, ya que su diversidad en propiedades farmacológicas hace de éstas un grupo de potencial 

explotación. En la literatura existen un número considerable de informes del aislamiento y 

análisis de las propiedades farmacológicas de PPGs. Su principal fuente de obtención ha sido a 

partir de especies vegetales, desafortunadamente, su concentración en estas fuentes rara vez 
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rebasa, en el mejor de los casos, concentraciones por arriba del 5% (w/w). Bajo este panorama, el 

desarrollo de nuevas metodologías para su síntesis ha despertado en los últimos años un gran 

interés. Si bien se han descrito métodos para su síntesis química, este tipo de metodologías 

presentan en general rendimientos relativamente bajos, menores al 20-25%. Entre otro tipo de 

desventajas para su aplicación, se encuentran las numerosas y complicadas etapas de preparación 

y purificación, así como el empleo de reactivos y catalizadores que presentan una toxicidad 

considerable.  

En general la ruta de síntesis química de PPGs se lleva a cabo mediante procedimientos de 

glicosilación-esterificación, en una estrategia de dos etapas, las cuales requieren la protección de 

grupos funcionales en los carbohidratos. La glicosilación de moléculas es una de las metodologías 

más estudiadas y antiguas, siendo que uno de los primeros métodos de glicosilación química 

fueron los informados por Michael en 1879 y Fischer en 1893, los cuales presentan diferencias 

en el número de etapas utilizadas, así como en sus rendimientos. La reacción de Michael para la 

síntesis de O-glicósidos ocurre por desplazamiento de un grupo saliente en el carbono anomérico, 

en la cual además se debe tener la protección del resto de los grupos OH. Uno de los principales 

inconveniente de esta metodología radica en la necesidad de convertir al aceptor de glicosilo en 

su respectiva sal de potasio (Mydock L. & Damchenko A., 2010; Michael A., 1879). Por otro 

lado la síntesis de Fischer (1893) es una reacción actualmente relevante dada su considerable 

sencillez. Sin embargo, tiene como principales limitaciones bajos rendimientos (35%), un 

reducido número de alcoholes que presentan reacción bajo estas condiciones y una reactividad 

casi exclusiva en alcoholes de cadena. Existen otro tipo de metodologías empleadas para síntesis 

de glicósidos, entre ellos se encuentran los métodos de Koenigs Knorr, Smith, 

tricloroacetamidato y la 1-O-alquilación (Figura 7). Todas estas rutas han logrado mejorar los 

rendimientos de reacción de glicosilación, así como aumentar la variabilidad estructural de los 

glicósidos sintetizados. Sin embargo, cuentan con las desventajas ya descritas, así como una 

complejidad en su empleo debido a etapas como la protección-desprotección de grupos reactivos. 
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Figura 7.- Principales métodos de síntesis química de glicósidos. 1: método de Koenigs 
Knorr, 2: método Smits, 3: método Fischer, 4: método tricloroacetamidato, 5:1-O-
alquilación. Ac: acetilo y Bz: bencilo (imagen tomada de Roode B., 2001). 

 

En relación a la síntesis total de PPGs, uno de los métodos más empleados en la glicosilación es 

la metodología de Koenigs-Knorr, la cual consiste en la glicosilación selectiva mediante la 

protección de grupos reactivos en el carbohidrato con grupos acetilo, para posteriomente llevar a 

cabo su  esterificación (Figura 8). Algunos PPGs que se han sintetizado utilizando esta 

metodología son el grayanosido A, siringalido B (San-Qi Z. et al., 1997), osmantusido B6 (San-Qi 

Z. et al., 1998) y el verbascosido (Kawada T. et al., 1999) (Figura 6). Otra metodología de síntesis 

ocurre mediante la adición de grupos fenilos protectores logrando disminuir el número de etapas 

y mejorar el rendimiento global de los procedimientos descritos. Se han sintetizado PPGs como 

el grayanosido A y siringalido B bajo esta metodología (Saibal K. et al., 2007).  
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Figura 8.- Ruta de síntesis química para el Grayanosido A. Ruta de síntesis empleando la 
metodología de Koenigs-Knorr para la síntesis de glicósidos y posteriormente se realiza la 
feruloilación del glicósido, estrategia basada en la protección de grupos (tomada de San-Qi 
Z. et al., 1997).   

 

2.4.2 Síntesis enzimática de PPGs 

Las enzimas son una herramienta de interés en síntesis debido a sus múltiples ventajas ecológicas 

y económicas. Entre dichas ventajas se encuentran una mayor estereo-, enantio- y 

quimioselectividad. Se asumen como catalizadores químicamente verdes debido a sus 

condiciones suaves de reacción, a su origen natural y a su biodegradabilidad. Otras ventajas de 

este tipo de procedimientos son la ausencia de reactivos tóxicos, a la sencillez en su recuperación 

y la posible reutilización del biocatalizador.  

Los PPGs son moléculas sintéticamente sencillas si son observadas a partir de los enlaces que 

conectan sus principales moléculas (aril alcohol, fenilpropanoide, carbohidrato), los cuales son 

un enlace éter de tipo glicosídico y éster sobre el carbohidrato (Figura 1). De manera natural la 

formación y transformación de este tipo de enlaces ocurre mediante reacciones catalizadas 

enzimáticamente. Existe un gran número de enzimas disponibles comercialmente que pueden 

llevar a cabo la formación de este tipo de enlaces, lo cual facilita su implementación. En la 

formación de enlaces glucosídicos (éter), las enzimas glucosilantes han sido ampliamente 

estudiadas, particularmente enzimas de tipo glucosidasas y transferasas. Por otra parte, enzimas 

como lipasas, esterasas y proteasas han sido aplicadas de manera exitosa en la formación y 

rúptura de enlaces tipo éster. Una de las grandes ventajas para el empleo de enzimas en la síntesis 
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de moléculas como los PPGs se centra en su capacidad para aceptar diferentes tipos de sustratos y 

en la posibilidad de manipular su selectividad bajo diferentes estrategias.  

Una primera estrategia exitosa reportada en la síntesis enzimática de PPGs ocurre mediante una 

síntesis secuencial a dos etapas: glicosilación y esterificación, respectivamente. Esta estrategia para 

la construcción PPGs utilizó compuestos fenólicos como el tipo alcohol homovainillínico, el 

ácidos ferúlico y el ácido cafeico, entre otras. En el proceso se emplearon las enzimas β-

galactosidasa de Kluyveromyces lactis y lipasa B de Candida antarctica (Figura 9), las cuales tuvieron 

rendimientos del  30-35% y 40-60% respectivamente, demostrando la viabilidad de este tipo de 

procedimientos para ser utilizados como procesos alternativos en la síntesis de este tipo de 

compuestos (López-Munguía A. et al., 2011). La elección en el orden de las enzimas se debió a la 

naturaleza de las reacciones, ya que generalmente los medios de reacción para la síntesis de 

ésteres en lipasa requieren medios de reacción hidrofóbicos, mientras que la molécula de 

carbohidrato presenta características polares. 

 

 

Figura 9.- Estrategia de síntesis enzimática para PPGs en dos etapas. Estrategia utilizada 
por López-Munguia A. et al. en 2011 para la síntesis de PPGs con núcleo de galactosa.  

 

2.5 Síntesis enzimática de glicósidos 

Una alternativa a la síntesis de glicósidos es el empleo de enzimas glicosilantes como glicosidasas, 

glicosintasas y glicosiltransferasas, las cuales presentan ventajas como selectividad (regio-. quimio- 

y enantioselectividad) y especificidad frente a métodos químicos sin la generación de desechos 

tóxicos (Mackenzie L. et al., 1998). La glicosilación de moléculas ha resultado de gran interés para 
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las industrias farmacéutica y alimenticia, ya que estas moléculas presentan propiedades 

surfactantes y emulsificantes con potencial aplicación en la elaboración de detergentes y 

cosméticos. Entre las principales ventajas químicas a la glicosilación de moléculas se encuentra el 

aumento en su solubilidad al agua y una reducción en su reactividad (de Roode M. et al., 2003). 

La glicosilación suele ser una herramienta en la protección de sustancias lábiles como fármacos y 

fragancias sensibles a pH ácidos o a la oxidación (van Rantwijk F. et al., 1999), además suele 

disminuir su volatilidad y mejorar propiedades como reconocimiento, estabilidad y solubilidad 

(Meulenbeld G. & Hartmans S., 2000; van Rantwijk F. et al, 1999). 

Las glucosidasas son enzimas abundantes, estables y accesibles. En la actualidad se ha descrito 

alrededor de 2500 enzimas (Daines et al., 2004), las cuales han sido utilizadas ampliamente en la 

síntesis de glicósidos debido a su baja especificidad en el uso de aceptores de glicosilo (Zeche D. 

& Withers S., 2000; de Roode M. et al., 2003), pero presentan una selectividad absoluta a la 

estereoquímica en el centro anomérico y presentan un alto grado de quimioselectividad por 

diferentes grupos hidroxilo, mostrando preferencia sobre los hidroxilos primarios (van Rantwijk 

F. el at., 1999). 

La glicosilación con gliocosidasas puede seguir dos rutas, una controlada cinéticamente 

denominada transglicosilación y otra controlada termodinámicamente denominada hidrólisis 

inversa (Figura 10) que consiste en la condensación de un monosacárido con un alcohol y la 

consecuente liberación de agua. Debido a que la actividad hidrolítica predomina en este tipo de 

enzimas, en la presencia de agua suelen mostrar bajos rendimientos en la síntesis de glicósidos. 

Este rendimiento en la síntesis suele aumentarse mediante un control termodinámico en el 

equilibrio de la reacción, esto se logra reduciendo la actividad del agua (aw), desplazando el 

equilibrio en el sentido de la condensación. La forma más común para lograr disminuir la 

actividad del agua es mediante el incremento en la concentración de los sustratos o la presencia 

de solventes miscibles con el agua que no comprometan la estabilidad de la enzima (Franssen M. 

et al., 2005). Las glicosidasas presentan como ventajas el uso de sustratos de bajo costo, 

condiciones de reacción poco agresivas y comparativa termoestabilidad respecto a las 

glicosiltransferasas (Fernandez-Mayoralas A., 1997).  
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Figura 10.- Mecanismos de glicosilación presentes en glicosidasas. E=enzima, R’-
OH=aglicona, Gly-OH y Gly-OR=donador de glicosilo, Gly-E=complejo enzima glicosilo, 
Gly-OR’=glicosido (imagen tomada de Roode M et al., 2003). 

 

Las glicosiltransferasas  (GTFs) son otro tipo de enzimas utilizadas en la síntesis de glicósidos. De 

manera natural los glicósidos son sintetizados por una gran variedad de glicosiltransferasas 

(GTFs), las cuales glicosilan selectivamente usando un azúcar activado. Esta transferencia de 

residuo glicosilo puede ocurrir a diferentes moléculas como otro carbohidrato, proteínas, ácidos 

nucleicos, lípidos y moléculas orgánicas, entre otros. Las GTFs son enzimas altamente específicas 

en los sustratos que emplean in-vivo, y se han clasificado en dos principales grupos, las de tipo 

Leloir y las de tipo no-Leloir. Las glicosiltransferasas Leloir son muy específicas y sus conversiones 

suelen ser muy altas, aunque en concentraciones bajas del orden micromolar. Sin embargo, su 

empleo se ve limitado debido al alto costo que representa el uso de azúcares activados como 

sustratos donadores, principalmente azúcares nucleotídicos como nucleósidos mono- o 

difosfatados (CMP, UDP, GDP, TDP) (Daines A. et al., 2004). En efecto, estas enzimas tienen 

como desventajas una baja estabilidad, disponibilidad, uso de azúcares activados y un efecto 

inhibidor por parte de los nucleótidos fosfato liberados (Shaikh F. y Withers S., 2008; Seibel J. et 

al., 2006). Por otro lado las glicosiltransferasas del tipo no-Leloir pueden usar sacarosa u 

oligosacáridos derivados de almidón como sustrato no activado para la transferencia de glicosilo 

(Weijers C. et al., 2008). Estas enzimas utilizan la energía de la unión glicosídica de la sacarosa 

(5.0-5.5 kcal/mol) para la generación de un nuevo enlace durante la transferencia. Una 

característica importante de estas enzimas es su actividad hidrolítica, debido a que pueden 

transferir el residuo glicosilo a una molécula de agua que actúa como aceptor (Plou F. et al., 

2007).  

En este trabajo nos enfocamos al uso de dos enzimas glicosilantes de tipo glicosidasa: la 

Ciclodextrin glucanotransferasa de Thermoanaerobacter sp. (CGTasa) y la β-glucosidasa de 
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Thermotoga maritima. Ambas enzimas de naturaleza extremófila han sido ampliamente descritas 

por sus características de alta transferencia de residuos glucosilo en configuración α y 

β (Miranda-Molina A. et al., 2010). 

La CGTasas son glicosidasas utilizadas en la síntesis de diferentes tipos de glicósidos, éstas se han 

descrito en la glucosilación de moléculas como el L-ácido ascórbico (Aga H. et al., 1991), el 

glicerol (Nakano H. et al., 2003), el myo-inositol (Sato M. et al., 1992; Watanabe Y. et al., 1993), el 

D-sorbitol, el lactitol, el xilitol, el pentaeritritol y el maltitol (Park D. et al., 1998). La 

glucosilación de inositoles se ha llevado de manera satisfactoria utilizando la CGTasa de 

Thermoanaerobacter sp. (Miranda-Molina A. et al., 2010). La reacción de transglicosilación de la 

CGTasa opera mediante un mecanismo de ping-pong bi bi (Nakamura A. et al., 1994a), el cual 

establece que la transglicosilación ocurre después de que al extremo reductor de la amilosa 

escindida (donador) ha sido liberado de la enzima (Nakamura A. et al., 1994b). Las CGTasas 

catalizan de forma reversible transglicosilaciones α(1-4) inter- e intramoleculares, presentando 

cuatro actividades: ciclación, acoplamiento, desproporcionación e hidrólisis (Figura 11) (Jamuna 

R. et al., 1993; Nakamura A. et al., 1993).  

 

 

Figura 11.- Mecanismos de actividad presentes en CGTasas. Hexágono verde: aceptor; 
circulo rojo: residuos de glucosa; circulo azul: extremo reductor de glucosa (Modificada de 
Nakano H., 2003).  

 

Por su parte, la β-glucosidasa de T. maritima es una enzima que presenta propiedades termofílicas 

(temperatura óptima alrededor de 95 oC) que hacen interesante su uso en síntesis, presenta una 
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alta especificidad hacia la hidrólisis de β-glucósidos, β-galactósidos y β-fucósidos, y el pH óptimo 

de actividad es alrededor de 6.1 (Gabelsberger, J. et al., 1993). Se ha demostrado que la β-

glucosidasa de T. maritima es capaz de llevar a cabo la glicosilación de alcoholes primarios de 

cadena lateral mediante transglicosilación (Goyal F. et al., 2001). También se ha utilizado en la 

glicosilación de myo-inositoles (Miranda-Molina A. et al., 2010). 

 

2.6 Esterificación enzimática catalizada por lipasas 

La esterificación enzimática de alcoholes primarios, secundarios, polioles y azúcares es uno de los 

terrenos más explorados en los procedimientos de biocatálisis. Enzimas como lipasas, esterasas y 

proteasas obtenidas de plantas y microorganismos han sido utilizadas en la 

esterificación/transesterificación regioselectiva de azúcares e hidrólisis de azúcares perácilados en 

diferentes disolventes. Las lipasas son uno de los grupos más estudiados en la formación de 

ésteres debido a que cuentan con un amplio número en moléculas que funcionan como 

sustratos, así como su reconocimiento de diferentes aceptores del grupo acilo. Estas enzimas, 

conocidas como triacilglicerolacilhidrolasas, acilglicerolasas o acil hidrolasas presentan alta 

estabilidad en presencia de medios de reacción hidrofóbicos y alta especificidad regio- quimio- y 

enantioselectivas. Las lipasas se han incorporado de manera exitosa a diferentes procesos de 

síntesis química a nivel industrial (Krishna S. & Karant N., 2002).  

La producción de ésteres puede ocurrir mediante la condensación a partir de un ácido 

carboxílico con una moléculas con grupo(s) hidroxilo, o mediante transesterificación (alcoholísis, 

acidolísis e interesterificación), en ambas rutas de síntesis de esteres el agua juega un papel 

importante ya que provoca hidrólisis en los productos sintetizados, por lo que se prefieren medio 

de reacción con baja actividad de agua (aw), o medios no acuosos. Para estos medios de reacción 

se utilizan enzimas capaces de retener su actividad catalítica en disolventes orgánicos a bajas 

concentraciones de agua. Existen también otro tipo de medios de reacción que hacen uso de 

líquidos iónicos, los cuales han tomado atención debido a que se les considera "solventes verdes" 

(Kobayashi T., 2011).  

La esterificación de polioles o carbohidratos es un proceso recientemente explorado por las 

lipasas, y de los cuales se han encontrado resultados interesantes. Entre los polioles esterificados 

de manera eficiente con lipasas se encuentran el glicerol, la glucosa, el xilitol y el sorbitol, entre 
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otros (Kobayashi T., 2011). Pero también han sido empleados disacáridos como sacarosa, lactosa 

o maltosa (Oosterom M. et al., 2000). El principal interés en su síntesis radica en sus potenciales 

propiedades emulsificantes, sin embargo una de las principales limitantes es la baja solubilidad 

de los carbohidratos en medios orgánicos (Kobayashi T., 2011).  

Entre las enzimas utilizadas para este fin podemos mencionar a la lipasa de Mucor miehei la cual 

ha sido utilizada para las producción de mezclas de ésteres de oleatos de azúcares empleando 

ácido oleico y fructosa como aceptor obteniendose rendimientos de 83% en 2-metil-2-butanol 

(Khaled N. et al., 1991); y la lipasa pancreática porcina ha sido usada en la producción del 1-O-

acetilfructósido en di-isopropil eter obteniendo rendimientos altos (70%) (Sharma A. & 

Chattopadhyay S., 1993). 

La lipasa B de Candida antarctica (CalB) es una enzima con propiedades interesantes, ya que 

presenta una alta estabilidad ante un gran diversidad de disolventes orgánicos, permitiendo 

modular su afinidad por el sustrato, selectividad y estereoespecificidad (Griebenow K. & 

Klibanov A., 1996). La CalB ha sido utilizada para llevar a cabo la síntesis regioselectiva de 

ésteres de fenilpropanoides de cadena saturada en disolventes orgánicos (Cassani J. et al., 2007). 

Por otro lado, se ha informado que el diseño de un medio de reacción específico (ingeniería de 

solventes) es una herramienta útil para mejorar el rendimiento y selectividad de reacciones 

enzimáticas utilizando lipasas como catalizadores.  

La síntesis de ésteres a partir de sus constituyentes ácidos y alcoholes puede llevarse a cabo bajo 

condiciones anhidras y disolventes no acuosos (Zaks A. & Klivanov A., 1984; Klivanov A., 2000). 

La CalB ha sido usada en la síntesis de 6-O-monoésteres de glucosa con rendimientos de hasta el 

89% (Ganske  F. & Bornscheuer U., 2005), mientras que en el caso de disacáridos como maltosa 

y sacarosa se ha demostrado que su rendimientos es de hasta un 27% (Pedersen N. et al., 2002), 

mientras que la esterificación de carbohidratos modificados como el 1-β-D-

arabinofuranosilcitosina presenta rendimientos altos, de hasta un 99% (Xiao-Feng L. et al., 

2006). Otra caso con altas conversiones ha sido la producción del 1-O-monobutirilsacarosa a 

partir de sacarosa y triclorobutanoato (Patil D. et al., 1991). 
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2.7 Ensayos para la evaluación de la capacidad antioxidante 

Cuando se generan nuevas moléculas que se sabe presentan actividad antioxidante, es necesario 

elegir procedimientos que nos permitan comparar la actividad antioxidante de las moléculas 

generadas, con otras ya descritas, las cuales además cuenten con un respaldo conocido. Para 

evaluar la capacidad antioxidante de una sustancia existe una amplia gama de métodos que 

permiten cuantificar esta propiedad. Una buena estrategia para estudiar la capacidad 

antioxidante de una molécula consiste en realizar ensayos in-vitro en un primer acercamiento, 

para después realizar una análisis más descriptivo en un modelo in-vivo. Uno de los radicales más 

empleados para este fin es el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (Figura 12), el cual resulta ser 

analíticamente sencillo (Sharma O. & Bhat T., 2009). De hecho, este tipo de ensayo permite 

obtener una aproximación sobre la actividad antioxidante de una sustancia, pero hace necesaria 

la evaluación con otro tipo de especies reactivas. Es importante señalar que si bien por su 

sencillez el ensayo del DPPH resulta uno de los métodos más usados en la literatura, presenta 

como principal desventaja el uso de un radical de naturaleza artificial. 

 

 

Figura 12.- Reacción de atrapamiento del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo. 

 

Los ensayos Capacidad de Absorción de Radicales Oxígeno (ORAC) y Capacidad Antioxidante 

en Equivalentes de Trolox (TEAC) son otro tipo de ensayos, los cuales son empleados 

generalmente en el análisis de antioxidantes de tipo alimenticio, estos tienen en común el uso de 

Trolox como molécula de referencia. El Trolox es un análogo de la vitamina E, del cual se ha 

descrito una poderosa actividad como atrapador de radicales libres, la cual es aceptada como 

referencia de la actividad antioxidante (Oehlke K. et al., 2011). El ensayo de ORAC consiste en la 

generación de un radical peroxilo de tipo artificial a partir del 2,2´-azobis (2-amidinopropano) 

dihidroclorado (AAPH), este radical peroxilo reacciona con la fluoresceína, abatiendo su 

actividad fluorescente (Figura 13). En este ensayo se evalúa la actividad protectora de moléculas 

antioxidantes sobre fluoresceína y se compara con la actividad protectora obtenida de Trolox. 
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Este ensayo es muy usado en la evaluación de mezclas de compuestos obtenidos de jugos y 

extractos, permitiendo describir una actividad como equivalentes de otro antioxidante ya 

conocido (Zulueta A. et al., 2009). 

Existen otro tipo de ensayos que exploran la función antioxidante en especies reactivas de origen 

fisiológico. En este campo se han descrito procedimientos para evaluar casi todas las especies 

reactivas (radicalarias y no radicalarias) presentes en la célula, así como para analizar esta 

actividad a nivel in-vivo e in-vitro. El estudio sobre este tipo de especies ha resultando ser de gran 

utilidad para conocer el papel de los antioxidantes sobre el estrés oxidativo y su relación de 

protección frente a algunas patologías.  

 

 

Figura 13.- Reacción de generación de radical peroxilo y oxidación de fluoresceína en 
ensayo ORAC. 

  

Una de las especies de mayor interés fisiológico es el radical hidroxilo (.OH). Su interés se centra 

en su alta reactividad y a un sistema de contención ausente, haciendo de este radical una 

molécula de interés en su estudio. Por otro lado, existe además el interés en desarrollar moléculas 

que logren estabilizar esta reactividad. Uno de los principales ensayos usados para evaluar la 

función antioxidante del radical hidroxilo consiste en medir la generación de 2-hidroxitefertalato 

a partir de la reacción de hidroxilación del ácido tereftálico (Figura 14) (Qu X. et al., 2000). La 

generación de este radical se lleva a cabo mediante la reacción de Fenton (Figura 2-A), utilizando 

como agente reductor al ácido ascórbico, el cual funciona como regenerador del Fe2+. El 2-

hidroxitereftalato es una molécula fluorescente, y su generación puede ser monitoreada durante 
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la reacción, permitiendo evaluar la actividad antioxidante sobre una especie radicalaria de origen 

fisiológico. 

 

Figura 14.- Reacción de generación del 2-hidroxitereftalato. 
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3. Justificación 
 
 
Los glicósidos de fenilpropanoides (PPGs) son moléculas con gran potencial para la industria 

farmaceútica debido su amplio espectro de actividades farmacológicas. Estas moléculas se 

caracterizan por estar formadas de compuestos tipo fenólicos, unidas a un centro de azúcar. Uno 

de los carbohirdatos más representativos en este tipo de compuestos es la glucosa, la cual además 

se encuentra en la mayoría de los compuestos descritos en una configuración en β. Generar 

nuevas moléculas con estructuras de tipo PPGs, las cuales presenten configuraciones α y β en su 

núcleo de azúcar permitirá estudiar los efectos de los carbohidratos y su configuración sobre la 

actividad antioxidante de moléculas con arreglo tipo PPGs. Es importante señalar que la baja 

disponibilidad de PPGs en fuentes naturales ha incrementado el interés por el desarrollo de 

metodologías novedosas que permitan su obtención a una mayor escala. Los procedimientos 

enzimáticos además de ofrecer atractivas ventajas tecnológicas en el diseño de moléculas, se 

perfilan como potenciales herramientas para el desarrollo de procesos sustentables. Para este 

proyecto, el desarrollo de una metodología de síntesis enzimática en dos pasos ofrece una 

novedosa alternativa a la síntesis de PPGs, los cuales tienen una configuración α y β sobre su 

carbohidrato, lo cual permite estudiar los efectos de su configuración sobre la actividad 

antioxidante.  

 

 
 

4. Hipótesis 
 
 
Mediante una metodología de síntesis enzimática en dos etapas es posible sintetizar moléculas 

con estructura tipo PPGs que presenten actividad antioxidante. Esta metodología debe permitir 

la síntesis de PPG's en configuraciones α y β, y así poder analizar sus efectos sobre la actividad 

antioxidante. 
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5. Objetivos 
 
 
5.1 Objetivo general 

 
 
Desarrollar una metodología de síntesis enzimática para PPGs en dos etapas y con diferente 

configuración anomérica, de manera que se puedan asociar las características estructurales de los 

productos sobre la actividad antioxidante.  

 
 
5.1.1 Objetivos específicos 

 
 

• Establecer condiciones de reacción y purificación de glucósidos en orientaciones α y β, 
utilizando como biocatalizador a las enzimás CGTasa de Thermonaerobacter sp. y β-
glucosidasa de T. maritima. 

 
• Establecer condiciones de reacción y purificación de PPGs, utilizando como 

biocatalizador  la enzima lipasa B de C. antarctica.  
 

• Realizar estudios de actividad antioxidante utilizando el radical DPPH sobre las 
moléculas generadas. 

 
• Realizar un análisis sobre la estructura de los compuestos generados para relacionar ésta 

con su actividad antioxidante. 
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6. Estrategia experimental 
 
 
Para la síntesis de PPGs de este proyecto se utilizó una estrategia en dos etapas, las cuales 

consistieron en: glucosilación como primera etapa y esterificación como segunda etapa. En la 

glucosilación se emplearon las enzimas β-glucosidasa de T. marítima y CGTasa de 

Thermoanaerobacter sp. con la finalidad de construir glucósidos en las orientaciones α y β 

respectivamente. Como compuesto fenólico modelo se empleó el alcohol homovainillínico, una 

molécula con actividad antioxidante considerablemente alta. Para una posterior etapa se utilizó 

como enzima acilante la lipasa B de C. antarctica, y se utilizaron como moléculas de estudio los 

ácidos dihidroferúlico y dihidrocafeico, los cuales se han descrito como buenos antioxidantes.    
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radicales libres. Utilizando este radical analizaremos la actividad antioxidante de las moléculas 

generadas (EC50), así como la velocidad de se atrapamiento de este radical por los antioxidantes. 

 

7. Materiales y métodos 
 
 

7.1 Reactivos utilizados 

El alcohol homovainillínico (AHV), ácido ferúlico (AF), ácido cafeico (AC), 2-nitrofenil-β -D-

glucopiranósido y 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) fueron comprados de Sigma-Aldrich® 

(México). Las Enzimas Toruzyme 3.0 L (ciclodextrina glucano transferasa de Thermoanaerobacter 

sp.) y Novozym 435 (Lipasa B de C. antarctica) fueron generosamente proporcionadas por 

Novozymes® México, la enzimas Enzeco Glucoamylase Powder AN (glucoamilasa de Aspergillus 

niger) fue comprada en Enzymes Development Corporation®.  

 

7.2 Expresión y purificación de β-glucosidasa de T. maritima 

La cepa transformada de E. coli C-43 fue construida por Escudero García en 2011. El gen de la 

enzima β-glucosidasa fue adquirido a partir de DNA cromosomal de T. maritima, el cual fue 

proporcionado por el grupo del Dr. Enrique Morett IBT-UNAM. Su clonación se realizó en el 

plásmido pET-22b(+). Para su inducción se inocularon 50 mL de medio LB-ampicilina (100 

µg/mL) con células transformadas con el plásmido que contiene el gen de la β-glucosidasa de T. 

marítima. El preinóculo se incubó por 16 horas a 27oC y 250 rpm. Se inoculó 1 L de medio YT2x 

(triptona 16 g/L, ex. de levadura 10 g/L y NaCl g/L) con ampicilina (200 µg/mL) con 25 mL de 

preinóculo, y se incubó a 37oC hasta llegar a densidad óptica entre 0,5-0,6 UA a 600 nm. Se 

adicionó el inductor isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración 0,2 mM, y 

se la incubó por 6 horas a 30oC. Se cosecharon las células a 4000 x g durante 20 min, se lavaron 

2 veces con amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7, las células se almacenaron a -18 oC.  

Para la purificación de la enzima se adicionó amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7 en una 

relación de 5 mL/L de cultivo cosechado, se adicionó lisozima a una concentración de 1 mg/mL 

y se realizaron 3 ciclos de congelación-descongelación. La muestra se sonicó durante 1 minuto 

con lapsos de 15 seg de sonicación y 30 seg de descanso. Se centrifugó la muestra a 10 000 x g 
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durante 30 min. a 4oC, se recuperó el sobrenadante. Dicho sobrenadante se calentó a 70oC 

durante 5 min. y se centrifugó a 6 000 xg durante 30 min. a 4oC. La muestra se diluyó con 

Amortiguador A (20 mM de NaH2PO4; 0,5 M de NaCl a pH 7) en relación 1:3 y se recirculó 

dentro de una columna de afinidad a histidinas durante 1 hora en baño de hielo. La proteína 

ligada a la columna se eluyó con un gradiente de Amortiguador B (20 mM de NaH2PO4; 0,5 M 

de NaCl y 0,5 M de imidazol a pH 7) utilizando el equipo de FPLC ÄKTA prime, el cual 

consistió en la recolección de muestras a un flujo de 1 ml/min, el gradiente utilizado consistió en 

incrementos de 0.5 ml/min del Amortiguador B. La fracción que contenía la proteína fue 

dializada y concentrada usando un filtro molecular de 10 kDa, posteriormente la muestra se 

almacenó a 4 oC. 

 

 

7.2.1 Ensayo de actividad de β-glucosidasa de T. maritima 

Para medir la actividad de β-glucosidasa, se tomaron 445 µL de amortiguador de fosfatos 100 

mM pH 7 y se adicionaron 50 µL de 2-nitrofenil-β-D-glucopiranósido a una concentración 10 M. 

Se mezclaron 5 µL de la muestra de enzima con un contenido de proteína entre 10-50 mg/ml 

con la solución preparada y se incubaron a 70oC con agitación a 750 rpm hasta la aparición de 

color amarillo. La reacción se detuvo adicionando 500 µL de Na2CO3 1 M. Se midieron las 

absorbancias a 405nm. Para calcular la actividad de la muestra se utilizó la siguiente relación: 

D.O.405nm * 0,5 * dil   =  [U/ mL] 
    4,5 * t * 0,005           

D.O. = Absorbancia a 405 nm 
t = tiempo de reacción 
dil = dilución utilizada 

 

7.3 Síntesis del α-glucósido de alcohol homovainillínico 

La reacción de síntesis del α-glucósido 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-α-D-glucopiranósido (Glu-α-

AHV) se llevó a cabo utilizando una concentración 1 M de alcohol homovainillínico (aceptor) y 

10 % p/v de almidón (donador de glucosilo), utilizando como medio de reacción amotiguador 

de Na2HPO4 50 mM pH 6.0, se adicionó CGTasa de Thermoanaerobacter sp. a una concentración 
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de 20 U/mL. Las reacciones se incubaron a 50oC con una agitación de 750 rpm. Para detener la 

reacción se colocó en un baño de agua a ebullición durante 10 min.  

Posteriormente se realizó una digestión adicionado glucoamilasa de A. niger en una 

concentración de 258 U/ml. La reacción se incubó durante 48 horas a 50oC. Para finalizar la 

reacción se colocaron las muestras durante 10 min en baño a ebullición. Las muestras se 

almacenaron a -18oC hasta su purificación. 

 

7.4 Síntesis del β-glucósido de alcohol homovainillínico  

La reacción de síntesis del β-glucósido 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-β-D-glucopiranósido se llevó 

a cabo utilizando una concentración de 0.8 M de alcohol homovainillínico (aceptor) y 0.8 M de 

celobiosa (donador de glucosilo), utilizando como medio de reacción amortiguador de fosfatos 

100 mM pH 7. Se adicionaron 5 U/mL de β-glucosidasa de T. maritima, y se incubaron a 70oC 

con una agitación de 750 rpm. La reacción se detuvo colocando la muestra en un baño de agua a 

ebullición durante 10 min. Las muestras se almacenaron a -18oC hasta su purificación. 

Espectro RMN de Glu-β-AHV. 1H 400 Mhz, δ (ppm): 6.855 (H2); 6.855 (J= 7.6, H6); 6,666 (J=8, 

H5); 4.301 (J= 8, H1’); 4.056 (J= 7.2, J=9.6, H5’); 3.726 (J= 9,6 Hz, J=14.8, H6’); 3.664 (J=5.2, J= 

11.6, H4’); 3.485 (J= 7.6, J= 14, H3’); 3,326 (multiplete, H2’); 3.190 (J=7.6, H8); 2.486 (J= 6.8, 

H7). 13C 100 Mhz, δ (ppm): 149.992 (C1), 146.095 (C3), 131.775 (C4), 122.568 (C6), 116.242 

(C5), 113.997 (C2), 104.486 (C1’); 78.092 (C3’); 78.274 (C5’); 75.286 (C8); 72.116 (C2’); 

71.843 (C4’), 62.954 (C6’); 56.583 (OCH3); 56.583 (C7). 

 

7.5 Purificación de glucósidos por cromatografía flash 

En la purificación de los glucósidos se utilizó el equipo de cromatografía flash Reveleris de 

GRACE®. Para la preparación de la muestra se tomaron los extractos crudos de las reacciones 

(fase acuosa) y se les realizaron 2 extracciones con CHCl3 para retirar el exceso de aceptor. 

Posteriormente se le realizan extracciones con 2-metil-2-butanol (2M2B) para retirar el producto. 

La fase orgánica de 2M2B fue concentrada en rotaevaporador, y colocada en silica (0.04-0.063 

nm de poro) en una relación 1:30. Se evaporó el disolvente a sequedad y la sílica seca se colocó 
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en equipo de purificación flash. Para su purificación en equipo de cromatografía flash se utilizó 

una columna Amino GRACE® 12 g de 40 µm de tamaño de partícula como fase estacionaria, y 

como fase móvil se utilizó acetato de etilo:metanol. Las condiciones de corrida consideran una 

velocidad de flujo de 20 ml/min., detectores de UV a 220 y 280 nm, y como condiciones de 

elución un gradiente acetato de etilo:metanol 100:0 durante 3 min., gradiente de 100:0 a 90:10 

durante 1 min.,  90:10 durante 5 min.,  gradiente 90:10 a 50:50 durante 5 min. y 50:50 durante 

5 min. Se recolectaron las fracciones que contenían al producto, se evaporó el disolvente y se 

analizaron las muestras por HPLC. 

Para la purificación de los α-glucósidos se utilizó una columna  C18 GRACE® 12 g de 40 µm de 

tamaño de partícula, se utilizó una velocidad de flujo de 20 ml/min., detectores de UV a 220 y 

280 nm, para su elución se utilizó un sistema agua:metanol como fase móvil. Como condiciones 

de corrida se utilizó un gradiente usando incialmente 100% de agua, con incrementos del 5,7% 

de metanol/min hasta completar un 40% de metanol. Posteriormente una corrida en isocrático 

durante 5 min. Se recolectaron las fracciones, se evaporó el disolvente y se analizaron los 

productos por HPLC. 

 

7.6 Síntesis de ácidos dihidroferúlico y dihidrocafeico 

En la síntesis del ácido dihidroferúlico se preparó una solución metanólica 0.513 M de ácido 

ferúlico con catalizador de Pd/C a una concentración de 3% en peso del ácido, se le suministró 

H2 a 60 psi durante una hora. Al término de la reacción se retiró el catalizador por filtración y la 

purificación del compuesto se realizó mediante cristalización en metanol. 

Para la síntesis del ácido dihidrocafeico se preparó una solución 0.555 M de ácido cafeico en una 

mezcla metanol:acetona (1:1) y catalizador de Pd/C a una concentración de 3% en peso del 

ácido, se le suministró H2 a 60 psi por 1 hora. Al término de la reacción se retiró el catalizador 

por filtración, la purificación del producto se realizó mediante cristalización en metil-tert-butil 

éter:n-hexano (1:1). 
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7.7 Síntesis de PPGs empleando lipasa B de C. antarctica (CalB). 

La síntesis de PPGs se llevó a cabo utilizando los glucósidos de alcohol homovainillico a una 

concentración 70 mM y dos equivalentes de los ácidos dihidoferúlico o dihidrocafeico (140 mM). 

Se adicionó CalB como catalizador a una concentración de 50 mg/ml y tamiz molecular a 100 

mg/ml utilizando como medio de reacción 2-metil-2-propanol:acetonitrilo (90:10). Las muestras 

se incubaron a 60oC durante 120 horas. Al término de la reacción la muestra se centrifugó a 5 

000 x g durante 5 min, se tomó el sobrenadante y se conservó a -18 oC hasta su purificación. 

Espectro RMN del PPG-β-DHF. 1H 400 Mhz, δ (ppm): H6’’: J=8, δ=6.832; H6: J=8, δ=6.823; 

H2’’: J=1.6, δ=6.727; H2: J=1.6, δ=6.711; H5’’: J=10.4, δ=6.678; H5: J=9.6, δ=6.663; H6’: 

δ=4.495, J=4.2, J=12; H8: δ=4.349, J=5.6; H1’: J=7.6; δ=4.239; -OCH3: δ=3.858; H8’’: δ=3.728, 

J=7.2; -OCH3: δ=3.486; H3’: δ=3.500, J=5.6; H5’: δ=3.380, multiplete; H2’: δ=3.300, J=6.9, 

J=7.3; H4’: δ=3.190, J=7.2, J=7.8; H7: δ=2.865, J=7.2; C7’’: δ=2.669, J=8). 13C 100 Mhz, δ (ppm): 

C6’’: δ=121.433; C6: δ=120.833; C5’’: δ=114.474; C5: δ=114.359; C2’’: δ=111.474; C2: 

δ=111.035; C1’: δ=102.891; C3’: δ=75.737; C5’: δ=74.023; C2’: δ=73.555; C8’’: δ=71.123; C4’: 

δ=69.629; C6’: δ=63.083; C8: δ=60.373; -OCH3: δ=55.906 y δ=50.838 C7’’: δ=36.045; C7 

δ=30.597. 

 

7.7.1 Purificación de PPGs 

La purificación de PPGs se realizó mediante cromatografía flash utilizando el equipo Reveleris de 

GRACE®. Para la preparación de la muestra se tomaron los extractos crudos de las reacciones y 

se adsorbieron en silica (0.04-0.063 nm de poro) en una relación 1:30. Para su purificación 

equipo de cromatografía flash se utilizó una columna Amino GRACE® 12 g de 40 µm de tamaño 

de partícula como fase estacionaria, y como fase móvil cloroformo : metanol utilizando como 

condiciones de corrida una velocidad de flujo de 20 ml/min, detectores de UV a 220 y 280 nm, 

y como condiciones de elución 85:15 por 16 min., un gradiente de 85:15 a 0:100 por 0.5 min y  

0:100 durante 5 min. Se colectaron las fracciones que contenían al producto, se les evaporó el 

disolvente y se analizaron por HPLC.  
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7.8 Cuantificación de productos de glucosilación y esterificación 

La cuantificación de los productos se realizó mediante cromatografía de alta resolución (HPLC) 

usando el equipo Waters 717 plus Autosampler usando un detector Waters 996 Photodiode 

Array Detector (Waters, USA). Para la cuantificación de los glucósidos de alcohol vainillinico y 

alcohol homovainillínico se utilizó la columna Prevail Carbohydrate ES 5u L: 250x4.6 mm 

(Alltech, USA) (aminada), usando como fase móvil acetonitrilo:agua 75:25, a un flujo de 1 

ml/min y una temperatura de 30oC. Para su cuantificación se utilizó una curva estándar con una 

cantidad conocida de glucósido, el producto producido se calculó mediante las altura relativas en 

el detector usando una curva estándar.  

La cuantificación de los productos de esterificación se realizó con la columna Waters Spherisorb 

ODS-2 (SUPELCO INC., USA) utilizando como fase móvil agua:metanol:ácido trifluoroacético 

60:40:0.2, a un flujo de 1 ml/min con una temperatura de 45oC. Para su cuantificación se utilizó 

una curva estándar con una cantidad conocida de PPG, el producto producido se calculó 

mediante las altura relativas en el detector usando una curva estándar. 

 

7.9 Análisis estructural de compuestos sintetizados 

El análisis estructural de los compuestos se realizó mediante estudios de RMN de 1H y 13C en una 

y dos dimensiones. Estos se realizaron en el Centro de Investigaciones Quimicas de la 

Universidad Autónoma del Estado de Morelos (UAEM). Se utilizaron los equipos Varian de 400 

y 200 MHz. Se utilizaron los disolventes CD3OD y CDCl3 en sus análisis, empleando como 

referencia tetrametilsilano. Para los análisis en dos dimensiones se utilizaron los métodos de 

gCOSY, HMBC, HETCOR, TOCSY y HSQC.   

 

7.10 Ensayo de actividad atrapadora de radicales libres usando el 1,1-

difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) 

El ensayo de actividad atrapadora se realizó mediante la preparación de una mezcla de reacción 

1:60 entre la muestra y una solución metanólica de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) 100 mM. 

Las reacciones se incubaron durante 60 min en obscuridad a temperatura ambiente; pasado el 
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tiempo las muestras se leyeron a 517nm en espectrofotómetro de UV-Vis. La actividad 

atrapadora del antioxidante se determina utilizando la siguiente expresión: 

Abs Bco – Abs Mtra *100 = % de atrapamiento 

            Abs Bco 

Para el cálculo del EC50 se realizó una curva de concentración contra porcentaje de atrapamiento. 

El valor se interpoló de la línea de tendencia del gráfico. El blanco del ensayo consiste en 

adicionar agua en lugar de muestra a la mezcla de reacción.   

 

7.11 Análisis de confórmeros estructurales.  

Los confórmeros analizados se obtuvieron en el programa Marvin Sketch (ChemAxon, Hungría). 

Para su generación se construyeron las moléculas en 2D, y posteriormente fueron convertidas a 

3D. En la generación de los confórmeros se utilizó la herramienta que presenta el programa, y se 

utilizaron los siguientes parámetros: como campo de fuerza se utilizó el modelo MMFF94, como 

unidades de energía mostrada kcal/mol, con límites de optimización estrictos, y se le pidió 

calcular 20 confórmeros utilizando un tiempo de límite de adquisición de 10,000 segundos.  
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  8. Resultados y discusión 
 
8.1 Obtención de proteínas para procedimientos enzimáticos  

La primera etapa del trabajo consistió en estandarizar la actividad catalítica de las enzimas a 

utilizar en las etapas de síntesis. Si bien las enzimas CGTasa de Thermoanaerobacter sp (Toruzime 

3.0 L, Novozymes, México), la glucoamilasa de A. niger (EDC, México) y la Lipasa B de C. 

antactica (Novozyme 345, Novozymes, México) se obtienen de manera comercial y con una 

actividad declarada del provedor, en nuestro caso medimos su actividad a manera de referencia 

inicial. En el caso de la enzima β-glucosidasa de T. maritima, esta enzima se produjo y se purificó a 

partir de una cepa construida en el grupo de Tecnología Enzimática del Instituto de 

Biotecnología-UNAM.  

 

8.1.1 Purificación de β-glucosidasa de T. maritima 

El gen que codifica a la enzima β-glucosidasa se clonó en el plásmido pET-22b(+), el cual 

contiene una región con 7 histidinas en el extremo carboxilo, las cuales permiten su purificación 

por afinidad. En su purificación se empleó un ciclo de calentamiento a 90oC durante 5 min, lo 

cual permitió eliminar el mayor número de proteínas no termófilas antes de su paso por la 

columna de afinidad. El gel de SDS-PAGE muestra los niveles de la enzima en las distintas etapas 

(Figura 15-A). En esta figura se observa que el peso molecular de la enzima es de 55.3 kDa, un 

tamaño cercano al descrito (47 kDa) para esta enzima (Gabelsberger J. et al., 1993). Esta variación 

en el peso molecular puede deberse a las seis histidinas incorporadas por el plásmido utilizado, 

las cuales fueron útiles para su purificación por cromatografía de afinidad utilizando columnas 

cargadas con níquel. En su purificación, la cromatografía de afinidad a niquel presentó un buen 

resultado, pudiéndose observar una proteína con una considerable pureza (carril P de la figura 

15-A). Por otro lado, los ensayos de actividad presentados en la tabla de la figura 15 revelan que 

la b-glucosidasa conserva una fracción importante de su actividad después del calentamiento, 

actividad que se mantiene durante las etapas de purificación (Figura 15-B). Es importante 

mencionar que existen metodologías ya descritas para la purificación de esta enzima utilizando 



 
 

48 

cromatografía de intercambio aniónico y filtración en gel (Xue Y. et al., 2009; Gabelsberger J. et 

al., 1993), sin embargo, estas estrategias logran obtener rendimientos de alrededor del 12%, 

mientras que la estrategia descrita en este trabajo permite rendimientos de alrededor del 63%. 

Así entonces, se logró purificar la enzima β-glucosidasa de T. marítima empleando una estrategia 

de  precipitación por temperatura y cromatografía de afinidad a níquel. 

 

 

Figura 15.- Resultados de purificación de β-glucosidasa de T. marit ima  A: SDS-PAGE y 
B: Actividad de β-glucosidasa de fracciones durante purificación.  Cada fracción contiene 
50 µg de proteína. M: marcadores de peso molecular, HT: homogenado total, SN: 
sobrenadante, SN+T: sobrenadante sometido a calentamiento, P: fracción con proteína 
purificada. La actividad de β-glucosidasa fue llevada a cabo mediante el ensayo 
colorimétrico utilizando el 2-nitrofenil-β-D-glucopiranosido. 

 

8.2 Síntesis del α-glucósido del alcohol homovainillínico [2-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)etil-α-D-glucopiranósido]  

La estrategia experimental para la síntesis de análogos de PPG's, consistió en una primera etapa 

de glicosilación con el fenol tipo C6-C3 alcohol homovainillínico (AHV). Se eligió iniciar con la 

etapa de glicosilación dado que esta reacción se lleva a cabo en un medio de reacción acuoso en 

donde los donadores de glicosilo (β-ciclodextrina y almidón) y la aglicona (AHV) son solubles, y 

en donde las enzimas glicosilantes presentan sus actividades catalíticas óptimas. Una vez 

preparados, estos compuestos glicosilados se deberán enfrentar a una etapa de esterificación en 

medios no acuosos. En dichos medios la naturaleza hidrofóbica del glucósido, dada por la 

presencia del grupo fenilo, deberá facilitar su solubilidad. 

Muestra 
Actividad 
β-glu total 

(U/mL) 

Proteína 
(mg/mL) 

Actividad 
especifica 

(U/mg) 

Veces 
de purif. 

Vol. 
(mL) 

Rend. 
(%) 

Homogenado 
total 6.3 6.419 0.98 1 2 100 

Sobrenadante 
del HT 5.55 2.597 2.137 2.18 1.9 88.09 

Enzima 
purificada por 
columnas de 

afinidad 

3.97 0.11 36.09 36.82 0.21 63.01 

     
M HT SN+T SN P 

A B 
kDa 
 
200 
150 
120 
 
100 
85 
 
 
70 
60 
 
 
50 
 
 
40 
 
 
 
 
30 
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Figura 16.- Reacciones y enzimas involucradas en la síntesis del α -glucósido. R1, R2 y R3 = 
Glucosas. 

 

Asi entonces, para la síntesis de α-D-glucósido 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-α-D-glucopiranósido 

(Glu-α-AHV) utilizando CGTasa partimos de las condiciones descritas por Miranda Molina et al. 

en 2010, la cual fue desarrolladas para la síntesis de glucósidos de inositoles. La estrategia 

contempla dos etapas enzimáticas, en la primera etapa se utilizó alcohol homovainillínico (1 M) y 

almidón (10 % p/v), empleando como biocatalizador la enzima CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 

a una concentración de 20 U/ml durante 24 horas de reacción. Terminado el tiempo de 

reacción se analizaron los productos a fin de establecer los rendimientos del proceso. La segunda 

etapa comprendió una reacción con la glucoamilasa de A. niger (Figura 16) a fin de eliminar los 

compuestos poliglucosilados y en consecuencia mejorar el rendimiento del producto 

monoglucosilado. En este procedimiento utilizamos la glucoamilasa de A. niger a una 

concentración de 258 U/ml durante 48 horas. Esta enzima presenta una actividad tipo 

exoglucanasa (Stoffer B. et al., 1993), lo cual permite la generación de productos 

monoglucosilados. El monitoreo de cada etapa enzimática se realizó mediante análisis por TLC. 

En dichas placas, se observa al final de la primera etapa enzimática productos de glucosilación de 

gran tamaño. Estos mismos fueron hidrolizados en la etapa con la glucoamilasa hasta obtener un 

producto monoglucosilado. En la figura 17 se presentan los resultados obtenidos en la etapa con 

la glucoamilasa, sobre el cual se obtuvo un rendimiento aproximadamente del 8%. Al explorar la 

posibilidad de utilizar β-ciclodextrina como sustrato donador de glucosilo se observaron bajos 

rendimientos (<1%) en la glucosilación, aunque se obtuvo por este procedimiento un sólo 

producto de reacción. El producto obtenido fue identificado cualitativa y cuantitativamente en 

ambas reacciones, donde presentó un Rf similar al del 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-β-D-
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galactopiranósido (Gal-β-AHV) sintetizado previamente en nuestro grupo de investigación 

(López-Munguía et al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17.- TLC de reacciones para síntesis del 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-α -D-
glucopiranósido. A: Reacciones de síntesis utilizando almidón como donador de glucosilo; 
B: Reacciones con β-ciclodextrina. Los carriles de las placas son: 1 y 5: reacciones con 
CGTasa y aceptor, 2 y 7: reacciones de digestión con glucoamilasa, 3: Gal-β-AHV, 4: 
reacción con CGTasa sin aceptor, 6: reacción del carril 4 con glucoamilasa.  producto de 
glucosilación esperado. 

 

El uso de la enzima CGTasa para la síntesis del 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-α-D-

glucopiranósido resultó exitoso. Sin embargo, en su síntesis fue necesario llevar a cabo la 

hidrólisis de productos de un mayor grado de glucosilación generados por la primer enzima, los 

cuales fueron degradados utilizando la enzima glucoamilasa de A. niger. Por otra parte, el empleo 

de un donador de glucosilo como el almidón presentó una mejora en la concentración de 

producto en comparación de un sustrato como la β-ciclodextrina.  

 

 8.2.1 Purificación del α-glucósido del alcohol homovainillínico  

La purificación del α-glucósido del alcohol homovainillínico (Glu-α-AHV) se logró mediante 

desarrollo de una metodología de purificación en un equipo de cromatografía flash. Para la 

preparación de las muestras se realizó una extracción previa del exceso de aceptor (alcohol 

homovainillínico) con cloroformo, adicionalmente se realizaron 2 extracciones con 2-metil-2-
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butanol (2M2B). Las fracciones recolectadas fueron colocadas en sílica flash en una relación 1:30 

para su purificación en el equipo de cromatografía flash.  

La estrategia de purificación en el equipo de cromatografía flash consistió en la aplicación de dos 

etapas. En la primera de ellas se utilizó como fase estacionaria una columna de silica aminada, y 

como como fase móvil acetato de etilo:metanol en gradiente, partiendo de una condición con 

únicamente acetato de etilo, y mezclando con metanol hasta llegar a una relación 50:50. El uso 

de esta columna tuvo como principal objetivo eluir en las primeras fracciones a los compuestos 

no polares (AHV) y el retener de manera efectiva los compuestos polares (producto glicosilado y 

donador de glicosilo). De hecho, al tratarse de una columna basada en sustituyentes polares 

debería retener a estos últimos de manera preferencial. Una vez aplicado el gradiente de elución, 

se observa en las primeras fracciones eluídas (4-5) la presencia de AHV residual, confirmando su 

baja retencion en la columna debido a su naturaleza hidrofóbica (Figura 18). Posteriormente, se 

observa en fracciones avanzadas del gradiente (11-14) la presencia de los productos glicosilados y 

de los azúcares residuales (14-16). Cabe mencionar que la presencia de los azúcares se detectó por 

TLC, dado que estos compuestos no absorben en el espectro UV. Es importante subrayar el 

cambio drástico de polaridad que se observa al incorporar un sustituyente glucosilo sobre la 

molécula del AHV. En efecto, la retención del Glu-α-AHV en la columna aminada corresponde 

al comportamiento de un azúcar eluído en una columna de silica aminada, por lo que la 

presencia de la glucosa en el compuesto incrementa significativamente su polaridad. Como se ha 

informado en la literatura, este incremento en la polaridad influye de manera directa en las 

propiedades farmacocinéticas de las moléculas, en este caso, modificando su solubilidad, su 

absorción y su estabilidad fisiológica (Meulenbeld y Hartmans, 2000; van Rantwijk et al, 1999).  

 

Figura 18.- Cromatograma de purificación de productos de α -glucosilación. El 
cromatograma fue obtenido en el equipo Reveleris de cromatografía flash utilizando una 
columna amino utilizando como fase móvil acetato de etilo:metanol. La línea punteada 
corresponde al producto. 

1 1 
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En términos de la pureza del producto, se observa que las fracciones asignadas al producto (11-

14) presentan al menos dos compuestos no separados. Por lo tanto, a partir de esta mezcla 

aislada, se procedió a su separación mediante el uso de una columna de fase reversa, utilizando 

como fase móvil agua:metanol en gradiente partiendo de agua, mezclando con metanol hasta 

llegar a una relación de 55:45. En la figura 19 se presenta el perfil de purificación obtenido con 

esta estrategia. Si bien se observa que la separación de los dos compuestos no es completa, al 

analizar por TLC las fracciones correspondientes al inicio (6-7) y al final (8) de la purificación, se 

observa que estas contienen fracciones con productos puros. Se observa también que el segundo 

pico presenta un Rf similar al del compuesto galactosilado previamente preparado en el 

laboratorio y utilizado como standard de referencia (López-Munguía A. et al., 2011). Bajo estas 

observaciones y con los análisis estructurales presentados en secciones posteriores se confirmó 

que este pico corresponde al producto Glu-α-AHV. Mediante los análisis realizados al pico uno 

de la separación con la columna fase reversa, proponemos que este compuesto es un producto de 

degradación y por lo tanto lo descartamos para su estudio. El análisis por HPLC realizado al 

compuesto recuperado en el pico 2 y comparado con el Gal-β-AHV utilizado como standard 

confirmó la pureza del producto.  

 

   
Figura 19.- Cromatograma de purificación del 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-α -D-
glucopiranósido por fase reversa. El cromatograma fue obtenido en el equipo Reveleris de 
cromatografía flash utilizando una columna C-18 utilizando como fase móvil agua:metanol. 
Los recuadros de color en el cromatograma corresponden a los puntos de la TLC. 
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8.3 Síntesis del β-glucósido de alcohol homovainillínico 2-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)etil-β-D-glucopiranósido 

 
Para llevar a cabo la síntesis del intermediario β-glucosidado de alcohol homovainillínico 

requerido en la síntesis del correspondiente PPG con una configuración anomérica en β, se 

utilizó alcohol homovainillínico como aceptor (0.8 M) y celobiosa como donador de glucosilo 

(0.8 M), utilizandose como biocatalizador la enzima β-glucosidasa de T. marítima purificada (5 

U/ml) durante 24 horas de reacción (Figura 20). La mezcla de reacción se analizó por TLC 

(Figura 21), en donde se observa que el producto obtenido presenta un Rf similar al del Gal-β-

AHV utilizado como referencia, así como al Rf del α-glucósido sintetizado previamente. 

 

Figura 20.- Reacción catalizada por la enzima β -glucosidasa para la síntesis del β -
glucósido. 

En la síntesis del Glu-β-AHV se evaluaron dos diferentes donadores de glucosilo: la D-glucosa 

(0.8 M) y la celobiosa (0.8 M). El uso de cada uno de estos donadores permitió estudiar la 

reacción de glucosilación a través de dos mecanismos diferentes: la hidrólisis inversa y la 

transglicosidación respectivamente. 

En estas reacciones la conversión de AHV obtenida por transglicosidación fue del 10%, mientras 

que para la hidrólisis inversa la conversión fué de un 4%. Estos resultados revelan que la enzima 

β-glucosidasa presenta mejores conversiones para un mecanismo de transglicosilación. En efecto, 

esta enzima puede llevar a cabo la síntesis de glucósidos por un mecanismo de hidrólisis inversa 

pero aparentemente con una menor conversión. En este trabajo no se realizaron estrategias para 

mejorar los porcentajes de conversión, debido a que el propósito del trabajo consistió 

primordialmente en el desarrollo de una metodología de síntesis de variantes estructurales de 

PPG's para su evaluación como antioxidantes. Aunque se ha visto que otro tipo de glicosidasas, 

como la β-galactosidasa de K. lactis son capaces de mostrar conversiones de hasta un 40% (Lopez 

Munguía et al., 2011); en el caso de las reacciones aquí presentadas las conversiones obtenidas 
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fueron adecuadas para la obtención de las cantidades necesarias de producto útiles en etapas 

posteriores del proyecto.  

 

 
 

Figura 21.- TLC de la reacción de síntesis de 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-β -D-
glucopiranósido. Las enzima utilizada para este ensayo fue la β-glucosidasa de T. maritima. 
Los carriles contienen 1: D-(+)-glucosa, 2: alcohol homovainillínico 3: Gal-β-AHV, 
4:reacción sin aceptor, 5: reacción con aceptor.  producto de glucosilación. 

 

 

8.3.1 Purificación del β-glucósido de alcohol homovainillínico 

La purificación del β-glucósido se logró empleando una metodología similar a la utilizada en la 

purificación del α-glucósido de alcohol homovainillínico. Esta estrategia consistió en el empleo 

de un sistema de cromatografía flash. Debido a la presencia de un solo producto de reacción, 

sólo fue necesario el empleo de la primera etapa de purificación con una columna de silica 

aminada (Figura 22), utilizando como fase móvil acetato de etilo:metanol en gradiente, partiendo 

de una condición con únicamente acetato de etilo, y mezclando con metanol hasta llegar a una 

relación 50:50. El perfil de purificación obtenido fue similar al del Glu-α-AHV, en donde el 

primero de los componentes en eluir de la columna fue el AHV (fracciones 4-7), posteriormente 

el producto glucosilado (fracciones 13-15) junto al donador de glucosilo en exceso (fracciones 17-

18). Como puede observarse, el producto no se mezcla con algún otro componente.  

1     2     3     4     5  
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Las características polares del Glu-β-AHV fueron similares a las observadas en el Glu-α-AHV, 

donde la presencia de glucosa disminuyó significativamente la hidrofobicidad del AHV. Por otro 

lado, no existieron diferencias en los tiempos de retención, ni en los Rf de ambos glucósidos 

originados por su configuración, los cuales se compararon contra el Gal-β-AHV sintetizado por 

nuestro grupo. 

 

 

Figura 22.- Cromatograma de purificación del 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-β-D-
glucopiranósido y placa de fracciones colectadas. El cromatograma fue obtenido en el 
equipo Reveleris de cromatografía flash utilizando una columna amino utilizando como 
fase móvil acetato de etilo:metanol. La línea punteada corresponde al producto esperado. 
Rxn: crudo de reacción; Ref: glucósido de referencia 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)metil-β-D-
galactopiranósido.  

 

8.4 Análisis estructural de glucósidos 

El análisis estructural de los glucósidos generados se realizó mediante estudios de RMN y 

espectroscopía de masas. Para la determinación de la estructura se obtuvieron espectros de RMN 

de 13C y 1H, en los que se utilizó CD3OD como disolvente. Los desplazamientos químicos se 

presentan en ppm, y se utilizó como referencia tetrametilsilano. La confirmación de su masa se 

determinó por experimentos de espectroscopía de masas de iones FAB+ (Figuras 40 y 41).   

En la Figura 23 se presenta el espectro 400 Mhz de 1H del Glu-β-AHV, en los cuales se observan 

las señales correspondientes a la aglicona, y al glúcido presente. A campo bajo se observan las 

señales correspondientes a los protones del tipo aromático, las cuales se observan entre 6.5 y 7 

ppm. Las señales de los protones base de oxígeno del azúcar se presentan entre 3 y 4.5 ppm. En 

la región de los protones base de oxígeno se identificó la señal del carbono anomérico, la cual fue 

asignada a partir de su desplazamiento químico y acoplamiento de sus señales (δ=4,301, J1,2=8). 

 Rxn   1     2    3    Ref        
1    2    3    4     5 

 

1 2 3 
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Debido al desplazamiento químico de este protón, es posible determinar que la glucosilación se 

presentó sobre la cadena alifática del compuesto. Esto confirma que la glucosilación del alcohol 

homovainillínico se presentó sobre el hidroxilo de cadena alifática, lo cual demuestra, como se 

ha descrito en otros trabajos, que los hidroxilo primarios presentan un mejor carácter 

nucleofílico (Mena-Arizmendi et al., 2011).  

 

Figura 23.- Espectro de RMN de 1H del 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-β -D-
glucopiranósido. Espectro de 1H obtenido sobre CD3OD a 400 Mhz utilizando como 
referencia tetrametilsilano. El recuadro verde muestra las señales de protones aromáticos en 
la molécula, y el recuadro rojo los de base de oxígeno. La flecha indica cual es el carbono 
anomérico del compuesto y el recuadro muestra una ampliación de este. 

 

Las señales a campo alto en el espectro (Figura 23) corresponden a los protones de la cadena 

alifática del compuesto (H8: δ=3.190, J=7.6; H7: δ=2.486, J= 6.8), y los de campo bajo 

corresponde a los del sistema aromático (H2: δ=6.855; H6: δ=6.855, J= 7.6; H5: δ=6,666 J=8). 

Los protones del sistema de base de oxígeno fueron asignados a partir de los acoplamiento de sus 

señales (H5’: δ=4.056, J= 7.2, J=9.6; H6’: δ=3.726, J= 9,6 Hz, J=14.8; H4’: δ=3.664, J=5.2, J= 

11.6; H3’: δ=3.485, J= 7.6, J= 14; H2’: δ=3,326, multiplete), así como las señales descritas en los 

glucósidos previamente descritos por nuestro grupo. 

El espectro de 13C del β-glucósido fue obtenido a 100 Mhz, y en él se presentan las señales 

obtenidas por las moléculas, donde su número y tipo de desplazamiento confirma la naturaleza 

glucosídica del compuesto. La señal del carbono anomérico muestra un desplazamiento de 

104.486 ppm, el cual presenta valores similares a los reportados por otro tipo de glicósidos de 

AHV (López-Munguía et al., 2011). Se identifican en este espectro señales de los carbonos del 
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sistema aromático a campo bajo y de los carbonos del azúcar a campo alto (C3’: δ=78.092; C5’: 

δ=78.274; C2’: δ=72.116; C4’: δ=71.843; C6’: δ=62.954) respecto al carbono anomérico. Las 

señales a campo alto corresponden al grupo metoxilo (δ=56.583) y al C7 (δ=56.583) del AHV.  

 

Figura 24.- Espectros de RMN 13C del 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-β -D-glucopiranósido. 
Espectro de 13C obtenido sobre CD3OD a 100 Mhz utilizando como referencia 
tetrametilsilano. El recuadro verde muestra las señales de los carbonos aromáticos de la 
molécula, y el recuadro rojo los del azúcar. La flecha indica cual es el carbono anomérico 
del compuesto, así como su desplazamiento químico.  

 

Los resultados obtenidos en los espectros confirman la presencia de un compuesto formado por 

glucosa y alcohol homovainillínico, el cual se une mediante un enlace glucosídico por el extremo 

alifático del alcohol (Figura 24). Este análisis estructural revela que la selectividad de la enzima β-

glucosidasa de T. maritima, ocurre hacia el hidroxilo alifático del alcohol homovainillínico. Esta 

selectividad por parte de la enzima presenta una ventaja funcional, ya que esta no glucosila sobre  

el hidroxilo fenólico del alcohol homovaninllínico, el cual está relacionado con la actividad 

antioxidante del compuesto. La confirmación de la masa del β-glucósido se confirmó por 

espectroscopía de masas, donde su masa experimental fue de 331.141 g/mol, con fórmula 

mínima C15H23O8 (Figura 40). 

El espectro de 1H del α-glucósido obtenido a 200 Mhz (Figura 25) presenta un perfil de señales 

muy similar al producto con orientación en β. Sin embargo, la señal que corresponde al carbono 

anomérico muestra el desplazamiento químico y el acoplamiento esperado para esta orientación 

(δ=3.857, J= 4.8). Además el espectro de masas para este compuesto confirma el peso molecular 

esperado (Figura 41), donde su masa experimental fue de 331.141 g/mol, con fórmula mínima 
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C15H23O8. La asignación total no fue obtenida debido a la baja resolución del espectro, por lo 

que su elucidación estructural está pendiente. 

  

  

Figura 25. Espectros de RMN de 1H del 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-α-D-
glucopiranósido. Espectro de 1H obtenido sobre CD3OD a 200 Mhz utilizando como 
referencia tetrametilsilano. 

 

8.5 Síntesis de PPGs  

Para la síntesis total de PPGs, se utilizaron condiciones similares a las descritas por Lopez-

Munguía et al. en 2011, las cuales fueron empleadas en la obtención de PPGs de galactosa 

(Figura 9). Estas se basan en la esterificación de los glucósidos sintetizados en las etapas previas 

utilizando los ácidos fenilpropanoides. Para nuestros PPGs utilizamos fenilpropanoides 

hidrogenados: ácido dihidroferúlico y dihidrocafeico, los cuales se sintetizaron a partir de la 

hidrogenación catalizada con Pd-C e H2, a partir de los ácidos ferúlico y cafeico (metodología 

descrita en materiales y métodos). Se sintetizaron PPGs de ácidos saturados debido a que estos 

presentan altas conversiónes en reacciones de esterificación (Cassani et al., 2007), además de no 

modificar sus propiedades antioxidantes en comparación con los correspondientes insaturados 

(López-Munguía et al., 2011).  

Como condiciones de reacción se utilizó una concentración de 140 mM para los ácidos 

fenilpropanoides (ácidos dihidroferúlico y dihidrocafeico) y de 70 mM en los aceptores (Glu-α-

AHV Glu-β-AHV) para favorecer una alta conversión con respecto al aceptor (Figura 26). Como 
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biocatalizador se utilizo la lipasa B de C. antarctica (CalB) a una concentración de 50 mg/ml, 

utilizando como medio de reacción 2-metil-2-butanol:acetonitrilo (90:10), un medio de reacción 

en el cual la lipasa presenta buenas condiciones para llevar a cabo la esterificación de moléculas, 

minimizando la reacción de hidrólisis del producto. Durante la reacción de esterificación se 

genera agua como producto de reacción, por lo que fue necesario añadir tamiz molecular (100 

mg/ml) para atrapar el agua generada durante el avance de la reacción. Las reacciones se 

incubaron a 65oC, y fueron monitoreadas mediante TLC empleando la fase móvil utilizada en la 

identificación de glucósidos. El producto de reacción fue identificado en placa a partir de las 6 

horas. Sin embargo, las reacciones fueron incubadas durante 5 días ya que mayores conversiones 

se observaron a un mayor tiempo de reacción.  

  

 

Figura 26.- síntesis de PPGs mediante reacciones la esterificación catalizada por CalB. En 
los reactantes se muestran los sustratos utilizados para la síntesis de los cuatro PPGs 
sintetizados en  este trabajo. 

 

Los productos obtenidos despues de 5 días de reacción se presentan en la figura 27, los cuales 

fueron identificados como: PPG-β-DHF (Rf=0.63), identificado como producto de la reacción 

entre el Glu-β-AHV y el ácido dihidroferúlico (Figura 27-A); PPG-β-DHC (Rf=0.55), identificado 

como producto de la reacción entre el Glu-β-AHV y el ácido dihidrocafeico (Figura 27-B); PPG-α-

DHF (Rf=0.63), identificado como producto de la reacción entre el Glu-α-AHV y el ácido 

dihidroferúlico (Figura 27-C); PPG-α-DHC (Rf=0.54), identificado como producto de la reacción 

entre el Glu-α-AHV y el ácido dihidrocafeico (Figura 27-D). Es importante destacar que para 

cada reacción se obtuvo sólo un producto, y que los PPGs sintetizados a partir de ácidos 

similares, presentaron un Rf similar. El valor de Rf nos confirma que la presencia de glucosa 

permite mantener la polaridad de molécula, una propiedad que no se modifica de manera 

significativa cuando se adiciona otro grupo hidrofóbico al glucósido. Los PPGs sintetizados con 

ácido dihidroferúlico presentaron una mayor hidrofobicidad que los sintetizados de ácido 
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dihidrocafeico. Este cambio en la hidrofobicidad de los productos se debe a la presencia del 

grupo metoxilo en el ácido dihidroferúlico.  

 

 

Figura 27.- Placas de TLC de reacciones de esterificación entre glucósidos y ácidos fenil 
propanoides utilizando CalB como biocatalizador. A: Síntesis del PPG-β-DHF, el carril 1 
muestra el t0 y el carril 2 el tf. B: Síntesis del PPG-β-DHC. C: Síntesis del PPG-α-DHF. D: 
Síntesis del PPG-α-DHC.  Producto de esterifición. 

 

En un análisis por HPLC de los productos obtenidos, se observó que éstos presentan tiempos de 

retención distintos según el ácido presente (datos nos mostrados), donde los PPGs que contienen 

ácido dihidroferúlico son más hidrofóbicos que los que contienen dihidrocafeico. El Rf de los 

productos, así como el tiempo de retención de los productos fue muy similar al del PPG (4-

hidroxi-3-metoxifenyl)metil-6-O-dihidrocafeil-β-D-galactopiranosido sintetizado y descrito por 

nuestro laboratorio (Lopez-Munguía et al., 2010).  

La estrategia utilizada en este proyecto para la síntesis de PPGs, la cual consiste en la 

esterificación de glicósidos de alcoholes fenólicos con fenilpropanoides resultó ser una estrategia 

exitosa en la construcción de PPGs con núcleo de glucosa, y distinta configuración anomérica. 

Así, los procedimientos enzimáticos revelan que un diseño experimental apropiado permite la 

generación de moléculas que además de sintetizar moléculas no descritas anteriormente, 

permiten obtener una variación estructural que puede ser estudiada.  
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A partir del peso de los productos purificados, así como del aceptor (reactivo limitante) utilizado 

en las reacciones se calcularon las conversiones para cada uno de los productos obtenidos, las 

cuales se presentan en la tabla 2, donde se muestra que los valores obtenidos se encuentran entre 

el 22,7-40 %.    

 

Tabla 2.- PPGs sintetizados y conversiones obtenidas a partir de la esterificación de glucósidos con CalB. 

Producto Clave 
Conversión 

(%) 
2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-6-O-dihidrocafeíl-β-D-glucopiranósido PPG-β-DHC 40 

2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-6-O-dihidroferuloíl-β-D-glucopiranósido PPG-β-DHF 22,7 

2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-6-O-dihidrocafeíl-α-D-glucopiranósido PPG-α-DHC 24,9 

2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-6-O-dihidroferuloíl-α-D-glucopiranósido PPG-α-DHF 34,9 

 

 

8.5.1 Purificación de PPGs 

Para el aislamiento de los productos de esterificación (PPGs), se desarrolló un método de 

purificación por cromatografía flash utilizando el equipo Reveleris (GRACE ®). En este proceso 

la muestra fue previamente adsorbida en sílica utilizando una relación 1:30 con respecto a la 

mezcla de reacción. Se utilizó en la purificación de los productos una columna de silica aminada, 

empleando como fase móvil cloroformo:metanol (85:15) en condiciones isocráticas. El propósito 

de utilizar una columna aminada fue utilizar una fase estacionaria de alta polaridad con alta 

afinidad para el producto de esterificación y el glucósido, y una menor afinidad para el donador 

de acilo. El perfil de purificación observado fue similar para los PPG's obtenidos con donadores 

de acilo común.  

La figura 28 muestra el cromatograma de purificación del PPG-β-DHF, en el cual se observa que 

uno de los primeros productos en eluir es el exceso de ácido dihidroferúlico (fracción 4), 

posteriormente en fracciones avanzadas eluye el producto de esterificación (fracciones 8-9) y 

finalmente el exceso de Glu-β-AHV utilizado como aceptor de la reacción (fracciones 10-17). En 

efecto, estos resultados revelan que la hidrofobicidad del producto PPG-β-DHF es mayor a la del 

glucósido Glu-β-AHV correspondiente. En los casos en los que la separación no fue total se 
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aplicó un segundo ciclo de purificación, lo cual permitió aislar el producto con una alta pureza 

(comprobada por HPLC).   

 

 

Figura 28.- Cromatograma de purificación del 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)etil-6-O -
dihidroferuloíl-β -D-glucopiranósido. El cromatograma fue obtenido utilizando como fase 
estacionaria una columna aminada de 12 g y como fase móvil cloroformo:metanol, la placa 
de TLC fue obtenida utilizando como fase móvil acetato de etilo:metanol:agua (23:4:3), los 
spots analizados corresponden a las fracciones obtenidas durante la purificación. 

 

8.5.1.1 Análisis estructural de PPGs 

En análisis estructural de los PPGs sintetizados no ha sido completado para todos los compuestos 

generados. Sin embargo, se cuenta con espectros de masas para algunos de ellos, los cuales fueron 

de utilidad en la confirmación de su masa. Se realizó un estudio detallado de RMN de 1H y 13C 

para el PPG-β-DHF, así como estudios complementarios de 2-D homonucleares como gCOSY, y 

experimentos heteronucleares como HMBC y HSQC. 

La asignación estructural se realizó a partir de espectros generados en 2-D y 1-D. La Figura 29 se 

presenta el experimento de gHSQC obtenido para el compuesto PPG-β-DHF, donde se observan 

las señales correspondientes para al carbono anomérico (H: δ=4.239 y C: δ=102.891). Las señales 

encontradas a campo bajo del carbono anomérico corresponden a los sistemas aromáticos 

presentes en la molécula (C6’’: δ=121.433; C6: δ=120.833; C5’’: δ=114.474; C5: δ=114.359; 

C2’’: δ=111.474; C2: δ=111.035) (H6’’: J=8, δ=6.832; H6: J=8, δ=6.823; H2’’: J=1.6, δ=6.727; 

H2: J=1.6, δ=6.711; H5’’: J=10.4, δ=6.678; H5: J=9.6, δ=6.663), mientras que a campo alto del 

carbono anomérico se presentan señales del sistema alifático de la molécula (C7’’: δ=36.045; C7 

δ=30.597) (H7: δ=2.865, J=7.2; C7’’: δ=2.669, J=8). 
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Figura 29. Espectro gHSQC del PPG AHV-β -DHF. Con línea se indica la asignación de 
las señales marcadas en la molécula.  

 

Para la designación de H en el carbohidrato se utilizó el experimento gCOSY (Figura 30), sobre 

el cual fue de utilidad el desplazamiento del carbono anomérico, y a partir de éste se obtuvo la 

correlación de los 1H del sistema base de oxígeno. En la figura 31 se presenta una ampliación de 

la región no asignada en la figura 24. Las señales identificadas en esta figura revelan los H y C 

del carbohidrato, así como de algunos grupos alifáticos de la molécula y los grupos -OCH3 (C3’: 

δ=75.737; C5’: δ=74.023; C2’: δ=73.555; C8’’: δ=71.123; C4’: δ=69.629; C6’: δ=63.083; C8: 

δ=60.373; -OCH3: δ=55.906 y δ=50.838) (H6’: δ=4.495, J=4.2, J=12; H8: δ=4.349, J=5.6; -

OCH3: δ=3.858; H8’’: δ=3.728, J=7.2; -OCH3: δ=3.486; H3’: δ=3.500, J=5.6; H5’: δ=3.380, 

multiplete; H2’: δ=3.300, J=6.9, J=7.3; H4’: δ=3.190, J=7.2, J=7.8). Por otra parte, el análisis de 

masas FAB+ confirmó el peso molecular del PPG-β-DHF de 509.189 g/mol con una fórmula 

mínima de C25H33O11 (Figura 42). El perfil de masas encontrado para el PPG-α-DHF (Figura 43) 

fue similar al del PPG-β-DHC, con una masa de 509.199 g/mol con una fórmula mínima de 

C25H33O11 por lo que sugerimos que la naturaleza del PPG es estructuralmente similar, aunque 

es necesario hacer los análisis de RMN correspondientes para confirmar esta afirmación.   
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Figura 30. Espectro gCOSY del PPG AHV-β -DHF. 

 

 

Figura 31. Espectro gHSQC del PPG AHV-β -DHF. 
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8.6 Actividad antioxidante de glucósidos de alcohol homovainillínico y 

PPGs sobre el radical DPPH 

Para la evaluación de la capacidad antioxidante de las moléculas sintetizadas se empleó al radical 

artificial 1,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Dicho radical ha sido ampliamente utilizado en el 

estudio de la actividad atrapadora de radicales en moléculas de composición diversa,  

permitiendo así comparar la actividad de los compuestos generados en este estudio con la de 

otros previamente descritos. La determinación de la capacidad antioxidante mediante este radical 

consiste en exponer distintas concentraciones del agente antioxidante a una concentración 

radical DPPH constante (100 mM), la cual ha sido establecida como parámetro de esta 

metodología, y sobre la cual es importante hacer referencia cuando se reportan propiedades 

como el valor de la concentración media efectiva (EC50). El ensayo de actividad antioxidante de 

este radical se basa en la estabilización de radical por acción del antioxidante, lo cual es medido 

experimentalmente como la desaparición del color violeta del radical utilizando un 

espectrofotómetro UV-Vis a una longitud de onda de 517 nm.   

Para la determinación de la capacidad antioxidante de nuestros compuestos se realizaron 

diluciones de los distintos compuestos y se sometieron a la acción del radical. En la 

determinación del tiempo final de la reacción fue necesario llevar a cabo el monitoreo de las 

reacciones, por lo que se llevaron a cabo cinéticas de atrapamiento. El tiempo final de las 

reacciones fue identificado como el tiempo al cual ya no existen cambios en la absorbancia del 

radical de la muestra con respecto a nuestro blanco, el cual contiene agua. En las muestras se 

observaron tiempos finales de segundos como fue el caso del ácido dihidrocafeico y el control 

positivo de ácido ascórbico, así como tiempos más prolongados como el caso del alcohol 

homovainillínico que tuvo un tiempo final de 90 min.    

Posterior a la identificación del tiempo final de las reacciones, se obtuvieron los porcentajes de 

atrapamiento a partir de la ecuación descrita en el apartado de materiales y métodos. El 

porcentaje de atrapamiento es usado para el cálculo del EC50 de los antioxidantes. Los resultados 

para las moléculas evaluadas en nuestro trabajo se presentan en la figura 32. En ésta, los valores 

de atrapamiento revelan que las líneas marcadas que se encuentran desplazadas hacia el lado 

izquierdo son los mejores antioxidantes, mientras que las que se encuentran desplazadas hacia el 

lado derecho los peores antioxidantes.   
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Figura 32.- Curva de atrapamiento del radical DPPH vs concentración.  

 

A partir de los valores del porcentaje de atrapamiento se determinaron de los valores de EC50, los 

cuales fueron obtenidos a partir del ajuste lineal utilizando los puntos medidos 

experimentalmente, utilizando el programa de análisis estadístico Prism 6 de Graph Pad ®. La 

desviación descrita fue calculada por el software a partir de los valores y las desviaciones 

obtenidas experimentalmente. Es importante señalar que los valores de EC50 representan la 

concentración media efectiva para cada antioxidante evaluado con 100 mM del radical DPPH, y 

que este valor es entendido como la concentración a la cual es posible abatir el 50% del radical 

utilizado.  

En la Figura 33 se presenta una tabla con los valores de EC50 obtenidos para las moléculas 

síntetizadas, así como para los intermediarios utilizados en su síntesis. En esta podemos observar 

como los PPGs PPG-α-DHC (13.61 ± 2.08 µM) y PPG-β-DHC (11.73 ± 0.29 µM) presentan las 

mejores actividades antioxidantes de todas las moléculas evaluadas. Este resultado es consistente 

con el resultado reportado por nuestro grupo (López-Munguía A. et al., 2011), donde los PPGs 

que contenían ácido cafeico o un derivado similar presentaron las más altas actividades 

antioxidantes. Por otra parte, la glucosa, el alcohol homovainillínico (AHV) y el ácido 

dihidroferúlico (ADHF) presentaron las actividades más bajas. El valor de EC50 de la glucosa 

(>92.5 x103 µM) no pudo ser determinada con exactitud. Sin embargo, en las concentraciones 

evaluadas se pudo determinar una baja actividad antioxidante. Es importante mencionar que en 

estudios recientes se ha demostrado la función de diferentes carbohidratos como antioxidantes 

(Hernández-Marín E. et al., 2012). Para el caso del AHV (56.1 ± 2.2 µM) y ADHF (59.28 ± 0.28 

µM) la baja actividad antioxidante presentada se debe principalmente a la naturaleza del grupo 
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antioxidante, la cual es similar en ambas ya que su grupo aromático presenta un arreglo tipo o-

metoxifenol.  

La mejor actividad antioxidante fue observada en el compuesto PPG-β-DHC (11.73 ± 0.29 µM), 

la cual es aproximadamente el doble de la actividad del ácido ascórbico (22.60 ± 0.39 µM), uno 

de los antioxidantes más utilizados en la industria alimentaria. Este resultado nos revela que es 

posible generar estructuras con actividades antioxidantes similares o mejores a la que presentan 

moléculas previamente descritas. En efecto, se sugiere que structuralmente existe un efecto 

aditivo en la actividad antioxidante en la estructura de los PPGs, lo cual permite que se presente 

una actividad antioxidante tan alta (bajo en EC50). 

Además es importante señalar que los glucósidos Glu-α-AHV (49.64 ± 1.79 µM) y Glu-β-AHV 

(44.03 ± 0.472 µM) mostraron una mejor actividad antioxidante que su precursores, lo que 

sugiere una contribución estructural importante por parte del carbohidrato, el cual por sí mismo 

presentó una actividad casi imperceptible. También se observó una contribución específica en la 

actividad antioxidante por parte de la esteroquímica del enlace glucosídico, en donde observamos 

que las configuraciones en β presentan las actividades antioxidantes más altas con valores de 

EC50 más bajos. Cuando se evaluó la actividad antioxidante del 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)metil-β-

D-galactopiranósido (Gal-β-AHV) (44.47 ± 0.94 µM) obtenido en trabajos previos, se observó que 

la actividad de este compuesto con configuración β se situó en valores similares a los obtenidos 

con el Glu-β-AHV (44.03 ± 0.472 µM) en este trabajo. El efecto positivo en la actividad 

antioxidante de los compuestos en configuración en β se mantiene presente en otros azúcares, 

como fue el caso de la galactosa. Este comportamiento es menos perceptible en moléculas como 

los PPGs, posiblemente debido a su alta capacidad antioxidante.  

En resumen, es posible observar que los valores de EC50 del glucósido en β presenta una mejor 

actividad que el glucósido en posición α, resultados que resultan coherentes con los observados 

previamente para el anómero β del galactósido utilizado como referencia. Este efecto estructural 

se mantiene sobre los PPGs, aunque los efectos originados por la conformación son menos 

perceptibles, los anómeros β se mantienen como los más efectivos antioxidantes.  
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Muestra EC50 (µM) 

Glucosa >92.5 x103 

AHV 56.1 ± 2.2 

Glu-α-AHV 49.64 ± 1.79 

Glu-β-AHV 44.03 ± 0.472 

ADHF 59.28 ± 0.28 

ADHC 29.04 ± 0.87 

PPG-α-DHC 13.61 ± 2.08 

PPG-α-DHF 32.61 ± 1.12 

PPG-β-DHC 11.73 ± 0.29 

PPG-β-DHF 30.99 ± 0.44 

Gal-ß-AHV 44.47 ± 0.94 

Ac. ascórbico 22.60 ± 0.39 

 
Figura 33.- Valores de EC50 obtenidos para el atrapamiento de radical DPPH. Los valores 
representan la concentración de antioxidante calculada para disminuir el 50% del radical 
DPPH a una concentración de 100 mM.  

 

Una observación adicional sobre la actividad antioxidante de los PPGs, es que en éstos se obtuvo 

un comportamiento similar al observado en los glucósidos. En el gráfico de la figura 33 se 

pueden observar las modificaciones en el valor del EC50 en función de las transformaciones de 

los sustratos. Los PPGs presentaron mejores actividades antioxidantes que los precursores 

(glucosa, AHV, ADHF y ADHC) utilizados en su síntesis, lo cual muestra un efecto aditivo por 

parte de los componentes de la estructura hacia la actividad antioxidante. Se observa además que 

los PPGs de ácido dihidrocafeico (PPG-α-DHC y PPG-β-DHC) tuvieron las actividades 

antioxidantes más altas (bajos valores de EC50), mientras que los PPGs de ácido dihidroferúlico 

presentaron actividades relativamente más bajas (valores de EC50 más altos). Dicho 

comportamiento resultó similar al observado en los PPGs sintetizados por nuestro grupo, en 

dónde el sustituyente glicosilo fue un residuo de galactosa. Este comportamiento sugiere que la 

diferencia en la actividad antioxidante de los PPGs está relacionada con las características propias 

de los ácidos fenilpropanoides incorporados en la molécula, así, la presencia de un grupo 

hidroxilo extra en arreglo tipo catecol (o-hidroxifenol) presente en el ácido dihidrocafeico le 

confiere una mejor actividad antioxidante que el correspondiente ácido ferúlico en donde el 

sustituyente es un grupo -O-metoxi.  
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Los valores de EC50 de los PPGs sintetizados (11.73 a 32.61 µM) presentan valores muy similares 

al de PPGs aislados de especies vegetales (Tabla 3). Algunos informes como el de Abdel-Mageed 

et al. en 2012, analizaron PPGs con grupos fenólicos tipo catecol, los cuales obtuvieron valores de 

EC50 de 18.61 a 31.9 µM. Los descritos por Suo M. et al. en 2013, también conformados por 

compuestos fenólicos con arreglo catecol tuvieron valores de 4.84 a 17.09 µM. Hamerski L. et al. 

en 2005 describieron un compuesto formado por grupos similares al de nuestras moléculas, el 

cual obtuvo un valor de 31.59  µM. Los descritos por nuestro grupo (López-Munguía et al., 2011), 

los cuales son estructuralmente similares a los de este trabajo, con excepción del carbohidrato 

que contienen, presentaron valores de EC50 de 16 a 26.03 µM. Lo cual muestra que los PPGs 

sintetizados en este proyecto presentan valores muy similares al de otros PPGs previamente 

descritos. 

Por otro lado, se encontró que las mejores actividades antioxidantes las presentaron los PPGs 

constituidos por ácido dihidrocafeico PPG-β-DHC (11.73 ± 0.29 µM) PPG-α-DHC (13.61 ± 2.08 

µM), los cuales incluso tuvieron una mejor actividad que el ácido ascórbico (22.60 ± 0.39 µM). 

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo y a partir de diferentes informes de la 

literatura, es claro que el arreglo bifenólico que presentan este tipo de compuestos les confiere 

una mejor actividad antioxidante. Sin embargo, al observar el incremento en la actividad 

antioxidante que presentaron los glicósidos Glu-β-AHV y Gal-β-AHV con respecto a Glu-α-AHV, 

así como la actividad de las agliconas, con respecto a los PPG's y los glucósidos, sugiere 

fuertemente que la presencia de un componente azúcar confiere un efecto potenciador de la 

actividad antioxidante.  
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Tabla 3.- Actividad antioxidante sobre DPPH de algunos PPGs descritos previamente.  

Nombre 
Moléculas 
presentes 

EC50 (µM ) Rep. Nombre 
Moléculas 
presentes 

EC50 (µM ) Rep. 

(4-hidroxi-3-

metoxifenil)metil-6-O-

dihidroferuloil-β-D-

galactopiranosido 

AV, Gal (β), 

ADHF (6) 
23.03 ± 1.06 

Ló
pe

z 
M

un
gu

ía
 e

t a
l.,

 2
01

1 

1′-O-β-(3,  

 4-dihidroxifenil)-etil-4′-O-

cafeil-α-L-ramnopiranoil-(l-

3′)-D-glucopiranosido 

HT, Glu (β), Rha, 

ADHC (4) 
17.09 ± 0.44 

Su
o 

M
 e

t a
l.,

 2
01

3 

(4-hidroxi-3-

metoxifenil)metil-6-O-

dihidrocafeil-β-D-

galactopiranosido 

AV, Gal (β), 

ADHC (6) 
17.09 ± 0.21 

1′-O-β-(3,  

 4-dihidroxifenil)-etil-4′-O-

cafeil-α-L-fucopiranosil-(l-

3′)-D-glucopiranosido 

HT, Glu (β), Fuc, 

ADHC (4) 
7-34 ± 0.14 

2-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)etil-6-O-

dihidroferuloil-β-D-

galactopiranosido 

AHV, Gal (β), 

ADHF (6) 
18.59 ± 0.67 

1′-O-β-(3,  

 4-dihidroxifenil)-etil-6′-O-

cafeil-α-L-ramnopiranosil-

(l-3′)-D-glucopiranosido 

HT, Glu (β), Rha, 

ADHC (6) 
8.43 ± 0.29 

2-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)etil-6-O-

dihidrocafeil-β-D-

galactopiranosido 

AHV, Gal (β), 

ADHC (6) 
16.0 ± 0.86 

1′-O-β-(3,  

 4-dihidroxifenil)-etil-6′-O-

cafeil-α-L-ramnopiranosil-

(l-3′)-D-galactopiranosido 

HT, Gal (β), Rha, 

ADHC (6) 
4.84 ± 0.29 

Verbascósido 
HT, Glu (β), Rha, 

AC (4) 
18.61 

A
bd

el
-M

ag
ee

d 
W

. e
t a

l.,
 2

01
2 

1,6-Di-O-cafeill-β-D-

glucopiranosa 
AC (1,6), Glu (β) 31.79 

H
am

er
sk

i L
 

et
 a

l.,
 2

00
5 

Verpectósido B 
HT, Glu (β), Rha, 

Glu AC (4) 
20.70 

 

 
 
 
 

 

Tocomolósido 
HT, Glu (β), Rha, 

Api AC (4) 
29.43 

Isoverbascósido 
HT, Glu (β), Rha, 

AC (6) 
26.02 

Luteosído B 
HT, Glu (β), Rha, 

AC (6) 
31.9 

Nota: Las actividades de la tabla fueron normalizadas utilizando la referencia de ácido ascórbico. 

 

 

8.6.1 Efecto de la velocidad de atrapamiento del radical DPPH por α y β 

compuestos. 

Como se presenta en la sección anterior, los valores de EC50 obtenidos para las moléculas Glu-α-

AHV, Glu-β-AHV y Gal-β-AHV revelan que los glicósidos en conformación β poseen una mejor 

actividad antioxidante. Con la finalidad de observar cuales son los factores que influyen en esta 

actividad antioxidante, se planteó explorar la velocidad con la que cada compuesto actúa sobre la 

velocidad de atrapamiento del radical DPPH. Para llevar a cabo la obtención de las velocidades, 

se realizaron mediciones de la concentración del radical a intervalos cortos de tiempo (30 seg.) y a 

diferentes concentraciones de antioxidante. La hipótesis en estos estudios fue confirmar las 
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diferencias observadas en la actividad antioxidante (EC50) desde un enfoque cinético, lo cual 

reforzará las diferencia en la actividad antioxidante de glicósidos α y β. 

En este sentido, se realizaron cinéticas de atrapamiento del radical DPPH a tiempos cortos, con 

la intención de monitorear los cambios del radical producto de la concentración. Para llevar a 

cabo las cinéticas se utilizaron los glicósidos Glu-α-AHV, Glu-β-AHV y Gal-β-AHV, los PPGs 

PPG-α-DHF y PPG-β-DHF, así como los compuestos fenólicos AHV y el ADHF. Es importante 

mencionar que no todas las moléculas sintetizadas fueron analizadas, debido a que la actividad 

atrapadora de algunas de ellas fue tan rápida, que resultó imposible determinar los parámetros a 

obtener en estos experimentos. 

A partir de las absorbancias obtenidos a los disitintos tiempos, se calcularon las concentraciones 

correspondientes del radical DPPH, los cuales fueron utilizados para obtener un gráfico sobre el 

cual se obtuvo el valor de velocidad inicial, obtenido como el valor de la pendiente en un ajuste 

lineal de lo puntos medidos experimentalmente (Figura 44). Los valores de velocidad inicial 

obtenidos para cada concentración se presentan en la Figura 34. En este gráfico se observa que 

en los PPGs una pequeña variación de su concentración (PPG-α-DHF y PPG-β-DHF) muestra 

cambios dramáticos en la velocidad, mientras que en el AHV y el ADHF se necesitan mayores 

cambios en la concentración para mostrar una variación similar en su velocidad inicial. Estos 

resultados nos demuestran que la relación de concentración con respecto a la velocidad 

presentan un buen ajuste lineal, lo cual se traduce en un comportamiento cinético de orden 1. 

Este resultado es interesante debido a que la reacción llevada a cabo depende de la concentración 

de antioxidante y del radical DPPH. Sin embargo, este resultado puede deberse a que la 

concentración de radical utilizado no cambió en los experimentos (100 mM), y también a que la 

concentración del radical (mM) utilizado es 1 000 mayor a la del antioxidante (µM). Existen 

además diferencias entre los compuestos sintetizados y los intermediarios utilizados en su síntesis, 

donde observamos cómo las moléculas sintetizadas presentaron un mayor incremento en su 

velocidad en relación con su concentración, lo cual revela los efectos aditivos observados en la 

actividad antioxidante, mostrando que la glucosilación mejora también la velocidad de 

atrapamiento. 
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Figura 34.- Gráfico de velocidad inicial de atrapamiento a distintas concentraciones de 
los compuestos sintetizados. 

 

Al observar que los resultados de la figura 34 mostraron una tendencia, se realizó el 

correspondiente ajuste utilizando el programa de análisis estadístico Prism 6 de Graph Pad ®. Se 

alimentaron los datos obtenidos y se generó la ecuación correspondiente. El valor de la 

pendiente, producto del ajuste, muestra el valor de la constante aparente. La desviación fue 

calculada a partir de los resultados experimentales. Su valor nos es de utilidad, ya que nos 

permite comparar la rapidez relativa que tiene cada de una de las moléculas evaluadas hacia el 

atrapamiento del radical DPPH.  

En la figura 35 se presentan los valores de las constantes aparentes obtenidas. Én esta se muestra 

como los compuestos Glu-α-AHV (113.8 ± 4.53 mol DPPH/min mol Aox) y Glu-β-AHV (146.2 

± 13.32 mol DPPH/min mol Aox) presentan diferencias sobre esta constante calculada, donde β 

muestra un mayor valor, lo cual se traduce en una mayor velocidad de atrapamiento. Por otro 

lado se observa que la presencia de glucosa mejora la velocidad atrapamiento del AHV (15.87 ± 

9.30 mol DPPH/min mol Aox) en ambos glucósidos, un resultado similar al observado sobre la 

capacidad antioxidante. Al analizar la velocidad de Gal-β-AHV (142.3 ± 7.58) se observó un valor 

similar al de Glu-β-AHV (146.2 ± 13.32 mol DPPH/min mol Aox), lo que muestra que 

configuraciones de azúcar similares, presentan velocidades similares. En conclusión, se vuelve a 

observar que la configuración en β presenta mejores características, en este caso en el valor de la 

constante, que revela la velocidad relativa de atrapamiento. Este resultado sugiere que los efectos 

observados en la actividad antioxidante, también se presentan al evaluar la velocidad de 

atrapamiento, en donde la configuración en β favorece la actividad antioxidante. 
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Constante de primer orden 

Molécula kvel (mol DPPH/min mol Aox) 

AHV 15.87 ± 9.30 

Glu-α-AHV 113.8 ± 4.53 

Glu-β-AHV 146.2 ± 13.32 

Gal-β-AHV 142.3 ± 7.58 

ADHF 32.62 ± 10.42 

PPG-α-DHF 346.5 ± 29.41 

PPG-β-DHF 388 ± 47.47 

  

Figura 35.- Constantes de velocidad de atrapamiento del radical DPPH. La constante de 
velocidad aparente obtenida sobre 100 mM del radical DPPH. 

 

Por otra parte, en los PPGs: PPG-α-DHF (346.5 ± 29.41 mol DPPH/min mol Aox) y PPG-β-

DHF (388 ± 47.47 mol DPPH/min mol Aox), no se observa una diferencia clara entre las 

velocidades obtenidas. Sin embargo, cuando estos son comparados con sus precursores, el ADHF 

(32.62 ± 10.42 mol DPPH/min mol Aox) y AHV (15.87 ± 9.30 mol DPPH/min mol Aox) se 

puede identificar en estos una diferencia, la cual se sugiere ocurre por un efecto sinérgico entre 

los compuestos fenólicos (López-Munguía et al., 2011). 

Los resultados observados en la velocidad revelan que fue posible observar en el caso de los 

glucósidos un aumento en la velocidad originada por la sola presencia del carbohidrato. Un 

efecto similar al observado en el valor del EC50. Además se encontró una mejora con respecto al 

tipo de conformación del enlace glucosídico, donde al igual que los valores obtenidos de EC50, la 

conformación en β resultó mejor en velocidad que la conformación en α. Un comportamiento 

similar fue observado para el Gal-β-AHV. En los PPGs no se observaron efectos sobre la 

configuración, un resultado similar al observado sobre el valor de EC50. Es importante hacer 

notar que los valores de velocidad observados en los glucósidos mejoraron hasta 3 veces los 

valores de velocidad observados en su forma de aglicona: alcohol homovainillínico. 

Estos perfiles de velocidad revelan que la síntesis de moléculas antioxidantes puede desarrollarse 

bajo dos criterios. Uno de éstos es la actividad total, la cual se puede medir como actividad total 

de las moléculas antioxidantes. La otra es a partir de la velocidad que muestren los antioxidantes. 

Así, utilizando ambas herramientas se podría tener una mejor descripción de la actividad 
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antioxidante de una molécula modificada o nueva. En nuestro caso, los carbohidratos además de 

funcionar como una molécula de unión entre compuestos antioxidantes, permitió modular la 

capacidad antioxidante de las moléculas generadas. Estas dos características podrían ser de gran 

utilidad en el diseño de moléculas antioxidantes, así como la evaluación de antioxidantes in vivo.  

Por último, es importante mencionar que la aproximación realizada en este estudio fue de gran 

utilidad para incorporar mayor información respecto a la actividad antioxidante de estas 

moléculas. Sin embargo, un estudio cinético más profundo podría ser de utilidad si se desea 

conocer la estequimetria y el mecanismo de reacción que presentan este tipo de compuestos 

hacia el radical DPPH. 

 

8.7 Análisis de confórmeros estructurales de glucósidos 

En secciones anteriores de este trabajo se estableció el efecto de la configuración anomérica de las 

diferentes moléculas sintetizadas sobre sus propiedades antioxidantes. Una de las observaciones 

más importantes fue el hecho de que los anómeros β (los sintetizados y los descritos en la 

literatura) resultaban mejores moléculas antioxidantes. Con la finalidad de analizar las 

diferencias moleculares entre los anómeros α y β que pudieran dar lugar a diferencias en su 

perfil como antioxidantes, decidimos examinar los compuestos sintetizados a nivel estructural. 

Las  moléculas elegidas para el análisis fueron: los glucósidos Glu-α-AHV, Glu-β-AHV y el 

galactósido Gal-β-AHV, ya que en estos compuestos se observaron las diferencias más claras en su 

actividad antioxidante y en su velocidad de atrapamiento del radical DPPH. 

El análisis inició con la construcción de las moléculas utilizando el programa Marvin Sketch® y 

generando 20 confórmeros estructurales con la energía asociada a cada estructura (los parámetros 

utilizados se describen en Materiales y Métodos). Para llevar a cabo estas construcciones, el 

programa utiliza el campo de fuerza MMFF94 (Halgren, T. A. 1996) considerando la geometría 

de la molécula, la longitud de sus enlaces, sus ángulos e interacciones de tipo enlace de 

hidrógeno. 

Al superponer el conjunto de confórmeros obtenidos, se observó en éstos un amplio rango de 

movilidad por parte del glúcido con respecto al anillo fenólico. Esta movilidad fue analizada en 

todos los confórmeros mediante el cálculo del ángulo dihedral correspondiente a los átomos 1, 7, 
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8 y el O que forma el enlace glicosídico en las moléculas, al considerar que los enlaces formados 

entre estos átomos son los que permiten un mayor grado de libertad de giro dentro de la 

estructura (átomos en rojo en Figura 36). Como información adicional en el análisis, se 

consideró para cada confórmero la variación de la distancia entre el hidrógeno presente en el -

OH del C-6 de la glucosa y el oxígeno fenólico del AHV (átomos en verde en la Figura 36), al que 

llamamos distancia relativa intergrupal (DRI).  

 

Figura 36.- Átomos considerados en análisis estructural de los confórmeros. En el Glu-β-
AHV los átomos en color rojo fueron utilizados en la obtención del ángulo dihedral, y los 
átomos en verde como referencia de la distancia entre el glúcido y el anillo fenólico. DRI: 
distancia relativa intergrupal. 

 

De manera gráfica la superposición de los confórmeros nos permitió observar la movilidad de la 

estructura e identificar posiciones particulares en los confórmeros generados. En efecto, con 

ayuda de esta superposición se pudo visualizar que para los diferentes confórmeros generados 

existían diferencias claras en la DRI. Así mismo, se estableció la influencia que tiene la variación 

del ángulo dihedral sobre la DRI. Al observar la superposición de los confórmeros del Glu-α-

AHV observamos que a pesar de que presentan una amplia movilidad en la estructura no se ve 

una variación significativa en la DRI, es decir, no hay un acercamiento aparente entre el -OH del 

C-6 de la glucosa y el oxígeno fenólico (Figura 37-A). Al analizar este comportamiento mediante 

la relación del ángulo dihedral con la distancia que presentan los átomos externos en la 

molécula, observamos que en los confórmeros generados no existe una tendencia entre ambos 

valores, manteniendose una DRI en el rango de 6-11 Å (Figura 37-B). En esencia, estos resultados 

sugieren que a pesar de la  amplia movilidad que muestran los anómeros α, el acercamiento 

aparentemente entre los grupos no se ve alterado. 

Por el contrario, al observar la superposición de los confórmeros del Glu-β-AHV observamos que 

un número significativo de las estructuras mostraban un acercamiento entre el glúcido y el anillo 

fenólico, el cual se puede apreciar como una estructura cerrada en la superposición de los 
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confórmeros (Figura 38-A). Estas observaciones sugieren que el glícósido con configuración en β 

presenta características geométricas que le permiten cerrar la estructura, es decir acercar el 

hidrógeno del -OH en el carbono 6 de la glucosa hacia al oxígeno fenólico. Al analizar el efecto 

de la variación del ángulo dihedral sobre la DRI de los confórmeros observamos que a medida 

que se incrementa el angulo dihedral la DRI aumenta, alcanzando valores alrededor de 11.0 Å y 

después disminuye hasta alcanzar su valor mínimo (3.91 Å). Este comportamiento sugiere que el 

acercamiento entre el hidrógeno del -OH en el carbono 6 de la glucosa hacia al oxígeno fenólico 

podría darse por ambos lados de la molécula.  

         

Figura 37.- Confórmeros de Glu-α -AHV y gráfico de su relación DRI - ángulo dihedral. 
En A se muestra el empalme de 10 de los confórmeros obtenidos, donde el confórmero 
mostrado en líneas más gruesas es el que presentó la menor DRI. En B se muestra el gráfico 
de la distancia vs el ángulo dihedral de los 20 confórmeros. DRI: distancia relativa 
intergrupal. La línea punteada muestra el ajuste a una función cuadrática de los puntos. 

 

     

Figura 38.- Confórmeros de Glu-β -AHV y gráfico de su relación DRI - ángulo dihedral. 
En A se muestra el empalme de 10 de los confórmeros obtenidos, donde el confórmero 
mostrado en líneas más gruesas es el presentó la menor distancia. En B se muestra el gráfico 
de la distancia vs el ángulo dihedral de los 20 confórmeros. DRI: distancia relativa 
intergrupal. La línea punteada muestra el ajuste a una función cuadrática de los puntos. 
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Al analizar los confórmeros de Gal-β-AHV, una molécula que fué sintetizada en trabajos 

anteriores, se observa que una buena parte de las estructuras también adoptan una conformación 

cerrada. Es decir, son estructuras que también sugieren un acercamiento del hidrógeno del -OH 

en el carbono 6 de la glucosa hacia al oxígeno fenólico (Figura 39-A). De la misma manera, 

analizando el efecto de la variación del ángulo dihedral y su relación con la DRI observamos que, 

a medida que aumenta el ángulo dihedral, el valor de la DRI aumenta hasta un punto máximo 

de 12.11 Å, a partir del cual la DRI disminuye hasta alcanzar un valor mínimo de 3.93 Å (Figura 

39-B). Es importante mencionar que este comportamiento es muy similar entre los glicósidos 

Glu-β-AHV y Gal-β-AHV. Pero además subrayar, que ambos glicosidos en β mostraron una 

capacidad de atrapamiento del radical DPPH superior a los valores observados para los anómeros 

en α. En efecto, este análisis sugiere que un acercamiento entre el azúcar y su aglicona podría 

tener un efecto positivo sobre la capacidad antioxidante de este tipo de moléculas.  

  

      

Figura 39.- Confórmeros de Gal-β -AHV y gráfico de su relación DRI - ángulo dihedral. 
En A se muestra el empalme de 10 de los confórmeros obtenidos, donde el confórmero 
mostrado en líneas más gruesas es el presentó la menor distancia. En B se muestra el gráfico 
de la distancia vs el ángulo dihedral de los 20 confórmeros. La línea punteada muestra el 
ajuste a una función cuadrática de los puntos. 

 

En resumen, los resultados observados en el análisis de los confórmeros nos permitieron observar 

que la configuración en β de los glicósidos de AHV presentan características geométricas que le 

permiten adoptar una estructura cerrada, comportamiento que el α-glucósido evaluado no 
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azúcar a nivel estructural se halla sobre la forma que pueden tomar los confórmeros, lo cual 

podría estar relacionado con las diferencias observadas en la actividad antioxidante.  

Se ha propuesto que interacciones de tipo no covalentes como el puente de hidrógeno sobre 

hidroxilos fenólicos muestran una contribución importante sobre la actividad antioxidante, las 

cuales con capaces de disminuir la energía de disociación en hidrógenos de hidroxilos fenólicos 

(Amorati R. & Valgimigli L., 2012). Pensamos que un efecto similar podría estar presente en los 

β-glicósidos, lo cual estaría generando una mejor actividad antioxidante.  

La reactividad de los carbohidratos ha sido muy estudiada en la síntesis química de glicósidos en 

donde generalmente se obtienen las dos configuraciones posibles α/β. Basado en esta posibilidad 

muchos trabajos han estado dirigidos al establecimiento del llamado efecto anomérico. Este 

efecto que se presenta como resultado de la interacción entre el carbono anomérico y el oxígeno 

heterocíclico genera propiedades particulares para los diferentes anómeros. Por ejemplo, se ha 

observado de manera general que lo glicósidos en configuración α son energéticamente más 

estables que los correspondientes en configuración en β (Cumsptey I., 2012). Así entonces, si la 

reactividad y/o estabilidad de los anómeros α/β esta determinada por el efecto anomérico es de 

esperarse que sus propiedades en tanto que moléculas activas se vean afectadas de igual manera 

(i. e. toxicidad, actividad biológica, biodisponibilidad, etc.). 
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9. Conclusiones 
 
 
 
 

• Utilizando un metodología de síntesis en dos etapas es posible sintetizar glucósido y PPGs 

con orientación α y β. 

• Existe un efecto en la actividad antioxidante originada por la configuración del carbono 

anómerico, donde los β-glicósido de AHV presenta una mejor actividad antioxidante.  

• Los PPGs PPG-α-DHC y PPG-β-DHC tuvieron una mejor actividad antioxidante que el 

ácido ascórbico. 

• Existe una contribución del azúcar en la velocidad de atrapamiento del radical DPPH, 

que los hace aproximadamente 3 veces más rápidos que sus intermediarios de síntesis.   

• Existe un efecto positivo en los β-glicósidos sobre la velocidad de atrapamiento del radical 

DPPH. 

• El análisis de confórmeros relevó que la movilidad de β-glicósidos es mucho mayor que 

en el α-glucósido, y que esta movilidad podría ser la responsable de las diferencias en la 

actividad antioxidante de los glicósidos, así como en su velocidad de atrapamiento de 

DPPH.  
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10. Perspectivas 
 
 
 

• Analizar los efectos en actividad antioxidante y velocidad sobre otro tipo de ensayos de 

actividad antioxidante.  

 

• Estudiar a nivel fisiológico la actividad antioxidante de las moléculas generadas, 

estudiando los efectos de su configuración. 

 

• Evaluar los efectos de la actividad antioxidante utilizando otro tipo de azúcares. 

 

• Evaluar los efectos de la glicosilación sobre la actividad antioxidante, utilizando otro tipo 

de moléculas antioxidantes como modelo de estudio. 

 

• Sintetizar moléculas diglucosiladas, así como sus correspondientes PPGs, y estudiar los 

efectos de la actividad antioxidante.    
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Figura 40.- Espectro de masas FAB (+) para el Glu-β -AHV. 

 



  
88 

 

   

 

    

 

   

O

H

HO

H

HO

H

O
OH

H

HHO

OH

O
(M+H) 

(M+Na) 

Figura 41.- Espectro de masas FAB (+) para el Glu-α -AHV. 
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Figura 42.- Espectro de masas FAB (+) para el PPG-α -DHF. 
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Figura 43.- Espectro de masas FAB (+) para el PPG-β -DHF. 
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Figura 44.- Cinéticas de atrapamiento del radical DPPH. Las ecuaciones mostradas del 
lado derecho presentan la ecuación de la recta a la cual se ajustaron los puntos. 
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y= -37.243x+63.194; R2= 0.81

y= -25.816x+64.337; R2= 0.82
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y= -36.622x+63.327; R2= 0.82

y= -25.816x+64.337; R2= 0.81

y= -19.328x+64.883; R2= 0.8

y= -15.088x+65.437; R2=0.83

y= -15.295x+65.25; R2= 0.8
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