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1. RESUMEN

En este trabajo de tesis se sintetizaron cuatro diferentes alquil glucésidos
partiendo de glucosa y la aglicona correspondiente utilizando una ruta
bioenzimética. Como fuente de B-glucosidasas, las enzimas necesarias para la
formacion de alquil glucésidos, se utilizaron semillas del fruto de capulin y se

preparé un crudo enzimatico el cual fungié como biocatalizador en las reacciones.

A lo largo del desarrollo experimental se establecieron las condiciones
necesarias para llevar a cabo la sintesis enzimética y se encontré6 que con el
biocatalizador preparado se pudieron sintetizar los glucésidos de alcohol bencilico,
butanol, octanol y alcohol vainillinico, lo cual indica que fueron reconocidas estas

sustancias agliconas por las p-glucosidasas en el biocatalizador.

Se comprobd también que es factible la obtencion de alquil glucésidos por
medio de una ruta totalmente verde y biolégica tomando como ejemplo el
glucosido del alcohol vainillinico; desde la obtencion de vainillina a partir de
fuentes naturales y la reduccién de esta para formar alcohol vainillinico, hasta la

glucosidacion de ese alcohol para obtener el glucésido deseado.



2. INTRODUCCION

La sintesis quimica de alquil glucésidos fue reportada hace méas de 100 afios, sin
embargo, ésta requiere de numerosos pasos de proteccion y acoplamiento, tanto
de sustratos como de productos; ademas de que muchos de los reactivos
utilizados pueden ser toxicos. La produccién enzimatica de alquil glucésidos ofrece
ciertas ventajas sobre la sintesis quimica, tal es la posibilidad de una produccién
selectiva de compuestos especificos y el requerimiento de condiciones de
reaccion moderadas, por lo que en principio, la aplicacién de enzimas puede

reemplazar los complicados procesos quimicos en la produccién industrial.

En este trabajo experimental se desarroll6 una técnica de obtencién de un
catalizador con actividad de B-glucosidasas a partir de las semillas del fruto de
capulin. Se llevé a cabo un monitoreo de ocho distintas agliconas y glucosa para
averiguar si podian ser reconocidas y asi formar los respectivos alquil glucésidos.
Dos de estas agliconas, el alcohol vainillinico y el alcohol piperonilico, fueron
preparadas en el laboratorio por medio de sintesis quimica y enzimatica, para

comparar las ventajas y desventajas de ambos procesos.

Posteriormente, siguiendo una ruta verde y biolégica, se disefiaron las
condiciones de reaccién adecuadas para llevar a cabo la glucosidacién de cuatro
diferentes alcoholes que fueron reconocidos por las [-glucosidasas del

biocatalizador.



3. ANTECEDENTES

3.1 Glicésidos

El término glicosido es un nombre general para una aglicona (parte sin azucar)
unida covalentemente a una mitad glicona (azucar). Cuando la estructura glicona
es la glucosa, al compuesto se le conoce como glucésido. Los glicésidos estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza y se encuentran desempefiando
distintas funciones en practicamente todos los organismos vivos. Las estructuras
agliconas de los glicésidos varian de alcoholes a proteinas, mientras que la

estructura glicona puede variar de mono a polisacaridos (de Roode et al., 2003).
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Imagen 1. Glucésido de hidroquinona: Arbutina.



3.1.1 Aplicaciones de glicésidos

Muchos glicésidos se utilizan en un amplio rango de aplicaciones como
surfactantes, colorantes y saborizantes, endulzantes, antioxidantes, anti
inflamatorios, antibiéticos, antifingicos, antimicrobiales, etc. Dependiendo del tipo
de aglicona presente en el glicésido se determina la aplicacion industrial de este.
Azulcares unidos a cadenas largas de alquilos como la parte aglicona forman
glicosidos con buenas propiedades surfactantes y emulsificantes. Glicésidos con
cadenas de alquilos no saturadas, como terpenos, tienen actividad antifangica y
antimicrobiana. En la industria farmacéutica, los glicosidos de péptidos vy
esteroides se utilizan en formulaciones antitumorales y medicamentos para tratar
problemas cardiacos, respectivamente. Recientemente se han sintetizado
glicésidos de sabores y fragancias y son utilizados como compuestos que se
liberan controladamente, esto debido a la hidrdlisis lenta de los glicésidos que
resulta en la liberacion retardada de sabores y fragancias en alimentos (de Roode
et al., 2003). Los alquil glucésidos en especifico son utilizados principalmente
como surfactantes no ionicos en la industria alimenticia, farmacéutica, quimica,
cosmética y detergente. Estos glucdsidos no son téxicos, son biodegradables y no

causan irritacion en la piel.

Imagen 2. Detergentes, sabores y fragancias.



Las estrategias de glicosidacion pueden ser también utiles para modificar
las propiedades fisicoquimicas de la parte aglicona, ya sea incrementar su
solubilidad en agua o estabilidad en los alquil glucésidos, por ejemplo, siendo su
parte glicona una molécula de glucosa y su parte aglicona un grupo alquilo. La
actividad biolégica de un glucésido natural depende principalmente de la parte
aglicona de la molécula. Es generalmente aceptado que los glicosidos son mas
solubles en agua que la mayoria de sus agliconas por si solas. Al unir una parte
glicona a la molécula, se incrementa su hidrofilidad y por ende, cambia sus
propiedades fisicoquimicas. La glicosidacion hace que compuestos lipofilicos sean
mas solubles en agua y asi incrementa la biodisponibilidad de compuestos
biolégicamente activos, ademéas de impartirle estabilidad a la aglicona. Debido a
su excelente biodegradabilidad y la ausencia de efectos toxicos, existe un amplio
espectro de aplicaciones de los alquil glucésidos en la elaboracién de alimentos,

manufactura de polimeros y solubilizacion de membranas biol6gicas.

3.1.2 Ejemplos y fuentes naturales de glucésidos

Los glucésidos se pueden encontrar principalmente en los organismos vegetales y
sus funciones son principalmente de acumulacion, proteccién, almacenamiento y
transporte de sustancias hidrofébicas. Los glucésidos presentan una mayor
solubilidad en agua si se les compara con la estructura aglicona libre, ademas de
que el glucésido tiene una menor reactividad. Con esto se protege a la planta de
cualquier forma de toxicidad que pueda presentar la estructura aglicona por si
sola. Los glucésidos cianogénicos son un ejemplo de almacenamiento en las
plantas y son parte fundamental en el mecanismo de defensa contra herbivoros; si
se produce un dafio en el tejido vegetal de la planta, esto resulta en la hidrolisis
mediada por B-glucosidasa y la formacion de acido cianhidrico por la accion de la
oxinitralasa. Otra funcion de los glucésidos es como precursor de aromas en las
flores (de Roode et al., 2003).



Tabla 1. Ejemplos de glucosidos obtenidos enzimaticamente.

Tipo de _ o
o Compuesto Fuente de enzima Aplicaciones
glicosido
Eugenol-a-glucosido y Xanthomonas campestris Restauracion de cabello. Derivado
Eugenol-B-glucasido. Eucalyptus perrinian de especias. (Sato et al., 2003)
. o . Aditivo alimenticio. Saborizante.
Vainillina-B-D-glucésido Coffea arabica _
(Kometani et al., 1993)
Capsaicina- B-D- : Ingrediente de alimentos
- Coffea arabica _
Glicésidos glucosido (Kometani et al., 1993)
fendlicos y _ - o
_ o ) Colorante alimenticio. Antioxidante
alquil Glicosidos de curcumina Catharanthus roseus _
o (Kaminaga et al., 2003)
glucoésidos
_ . Plantas superiores como: Inhibe la tirosinasa previniendo la
Arbutina, glucésido de la : - N . _ . .
. . Arctosaphylos uvaursi, Vaccinium vitis-  biosintesis de melanina en la piel
hidroquinona. _ _
idea, Pyrus communis, Lathyrus sp humana (Pop et al., 2009)
o o Utilizado como analgésico y
Salicina, glucosido del _ L
o . Corteza de sauce (Salix L.) antipirético. Como precursor de
acido salicico o o
acido acetilsalicilico.




Glucésido de quercetina

Rutina, glucésido de la

Semillas de alforfon (Fagopyrum
tataricum)
Corteza de algunos robles (Quercus
alba y quercus robur)

Semillas de alforfon (Fagopyrum

tataricum) y (Fagopyrum esculentum)

Tratamiento de infecciones por
parasito protozooarios (Fabjan et
al., 2003; Dai et al., 2013)

Actividades farmacol6gicas como
antibacterial, antitumoral,

antiinflamatoria, antimutagénica,

_ guercetina Uia de gato (Carpobrotus edulis) . .
Glucésidos _ . , vasodilatador, etc. (Zakaria et al.,
_ Hojas y peciolo de esparragos
flavonoides 2011)
- . Hojas de Hedyotis verticillata Actividad antimicrobiana, inhibidor
Kaempferitrina, glucésido : . _
Frondas de helechos (Phegopteris de reguladores inflamatorios en
del kaempferol » )
connectilis) macrofagos. (Tzeng et al., 2009)
Del arbusto Phytolacca americana
Astragalina, glucosido del Frondas de helechos (Phegopteris Actividades farmacologicas
kaempferol connectilis) (Zakaria et al., 2011)
Glucosidos . _ _ - Defensa de plantas contra
Amigdalina Semillas de distintos frutos.

cianogénicos

herbivoros (de Roode et al., 2003)




Los glucésidos a veces son dificiles de purificar y separar de su fuente
natural, es por eso que es necesario desarrollar nuevas técnicas para sintetizarlos,

ya sea de manera quimica o enzimatica.

3.1.3 Sintesis de glucdésidos

3.1.3.1 Sintesis Quimica

La forma mas comun para la obtencién de glucdsidos es la sintesis quimica ya
que los rendimientos son bastante buenos. A continuacion se presentan dos de las

metodologias que mas se llevan a cabo para sintetizar glucésidos quimicamente.

3.1.3.2 Reaccion Koenigs-Knorr

Reportada desde 1901, es uno de los métodos mas Uutiles para sintetizar una
amplia variedad de glucésidos, entre ellos de alquil, de aril y de oligosacaridos. Sin
embargo, la metodologia requiere de formacién de haluros de glicosil y otros
intermediarios relacionados, los cuales se generan tipicamente bajo condiciones
de reaccion severas y son inestables y dificiles de manejar, ademas que se
necesitan sales de plata como catalizador, siendo las mas comunmente utilizadas
los oxidos, carbonatos y nitratos de plata, haciendo que los desechos de esta

reaccion sean dificiles de tratar y contaminantes (Juarez et al., 2001).
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Imagen 4. Mecanismo propuesto de la reaccion de glucosidacién Koenigs-Knorr. (Brito-
Arias, 2007)

3.1.3.3 Reaccién de Fischer

Esta estrategia se utiliza especialmente para la preparacion de glucésidos simples.
La ventaja de esta metodologia es que no requiere el uso de grupos de proteccién
y se obtiene el glucosido simplemente con mezclar bajo condiciones acidas, el
azucar libre, la glucosa, con un alcohol. Sin embargo, este método no es

estereoselectivo y da como resultado una mezcla de anémeros (Brito-Arias, 2007).
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Imagen 5. Sintesis de un glicésido derivado del indol por el método de Fischer. (Brito-
Arias, 2007)

En las estrategias quimicas para la obtencion de glucésidos se tiene que
llevar a cabo un procedimiento de muchos pasos, los cuales incluyen proteccion
selectiva de sustratos y productos, activacion y acoplamiento durante el desarrollo
de la reaccion; ademas del uso de solventes y catalizadores que pueden ser
toxicos, como las sales de plata usadas en el método de Koenigs-Knorr,
impidiendo asi su utilizacién en alimentos. Esto sin tomar en cuenta que los

productos obtenidos no son isoméricamente puros.

Tabla 2. Ventajas y desventajas de la sintesis quimica de glucésidos.

Ventajas Desventajas ‘

. Procedimiento de muchos y
Rendimientos altos. :
complicados pasos.

Sintesis de una amplia variedad de Uso de solventes y catalizadores

glucésidos. toxicos.

No se obtienen isGmeros puros.

Todos estos problemas encontrados en la sintesis quimica han promovido
el desarrollo mas a fondo de técnicas enzimaticas que permitan la produccion de
glucosidos de una manera mas sencilla, barata y adecuada para el uso en

alimentos.
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2.1.3.4 Biosintesis Enzimética

La biosintesis enzimatica tiene la caracteristica de ser sumamente especifica y es
precisamente esto lo que se ha aprovechado para sintetizar estos productos. Esta
especificidad resulta de interacciones débiles entre el sitio activo de la enzima y el
sustrato especifico. Estas reacciones también son especificas en cuanto al
producto a obtener, siendo capaces de distinguir el isébmero correcto de un
sustrato que existe en dos formas estereoquimicas distintas para llevar a cabo la
reaccion, dandole asi la caracteristica de estereoselectividad a las reacciones

enzimaticas.

Los glucosidos pueden ser sintetizados in vivo por una variedad de glucosil
hidrolasas, las cuales transfieren selectivamente un azdcar de un intermediario
activado, como un nucleétido con azlcar, a la estructura aglicona. En este caso, la
sintesis de glucdsidos a gran escala en un bioreactor solo es factible si se cuenta
con un sistema de regeneracion para estos glucésido-nucleoétidos, lo cual resulta
ser un proceso muy caro. Por esta razon, generalmente se utilizan glucosidasas
para las reacciones de glucosidacion, siendo el método enzimatico una buena
alternativa (de Roode et al., 2003).

Al compararse con los métodos quimicos, la sintesis enzimética de
glucésidos atrae mucha atenciébn gracias a su simplicidad, alta estero- y
regioselectividad, y condiciones de reaccion menos estrictas. El proceso mediado
por glucosidasas muestra un amplio potencial de aplicacién ya que estas enzimas
son baratas, se pueden encontrar disponibles en grandes cantidades,
generalmente son estables y tienen baja especificidad a otras agliconas. Ademas,
azucares no activados como mono y disacaridos, pueden usarse directamente

como donadores de gliconas para sintetizar los glucosidos.

A pesar de las ventajas ya descritas, para llevar a cabo los métodos
enzimaticos para sintesis de glucosidos se requieren encontrar las condiciones de
reaccion exactas que lleven la reaccion en la direccion deseada sin que se

produzca degradacion enzimatica en el producto (Kittl et al.,2010). Ademas
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presentan rendimientos muy bajos y una dificil separacion del glucosido formado
del medio de reaccion, impidiendo asi la produccién de estos compuestos a una
escala comercial (Ismail et al.,, 1999). Sin embargo, se puede alcanzar una
productividad mayor si se utiliza una concentracion alta de los alcoholes que seran
la estructura aglicona del glucosido. Ademéas de que se podrian implementar
métodos de separacion y remocion del medio de reaccién en caso de ser

necesario.
Tabla 3. Ventajas y desventajas de la biosintesis enzimatica de glicésidos.

Ventajas Desventajas ‘

Reaccion estereoselectiva. Rendimientos bajos.

o o Dificil separacion del producto del
Condiciones de reaccion simples.

medio de reaccion.

Costo bajo y disponibilidad alta de

enzimas.

Productos aptos para usarse en

alimentos.

Tabla 4. Comparacioén de la sintesis quimica (método de Koenigs-Knorr) contra la

biosintesis enziméatica (glucosidacion directa).

Glucosidacion para obtener Glucosa-B-OCH(CH3)CH=CH,

Rendimiento/espacio-tiempo: 36 g/L dia
. 5 _ . Desechos: Soluciones téxicas y
Koenigs-Knorr (sintesis quimica) o
metales pesados; 20 kg de desperdicio

por kg de producto.

Rendimiento/espacio-tiempo: 10 g/L dia
Glucosidacion directa (biosintesis Desechos: Soluciones con mono y
enzimatica) disacaridos; 2 kg de desperdicio por kg

de producto.
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En la Tabla 4. se pueden observar las diferencias de rendimiento y
produccion de desechos entre la produccién de un mismo glucésido por medio de
sintesis quimica y por biosintesis enzimatica. Como era de esperarse, el
rendimiento de la sintesis quimica fue tres veces mayor pero si se toma en cuenta
la produccion de desechos en ambas técnicas, la cantidad de desechos en la
biosintesis enzimética es diez veces menor ademas de que los desechos eran
soluciones de mono y disacaridos, mientras que los desechos de la sintesis

guimica eran soluciones toxicas.

Tomando todas estas consideraciones anteriormente presentadas, se opta
por la biosintesis enziméatica como un método méas seguro y verde para la

obtencién de glucdsidos.

3.2 Glicosidasas

Las glicosil hidrolasas (EC 3.2.1.-), también llamadas glicosidasas, son un grupo
de enzimas pertenecientes al grupo de carbohidrasas, las cuales hidrolizan el
enlace glicosidico entre dos carbohidratos o entre un carbohidrato y una molécula
aglicona, teniendo asi la formacion de un hemiacetal y la aglicona libre
correspondiente. Estas enzimas pueden catalizar la hidrdlisis de glicésidos unidos

con enlaces de oxigeno, nitrégeno y azufre.

La nomenclatura de glicosidasas propuesta por la IUBMB (International
Union of Biochemistry and Molecular Biology) se basa en la especificidad a
sustratos y al mecanismo molecular, aunque esta clasificacion no refleja las
caracteristicas estructurales de las enzimas. Las glicosidasas se clasificaron en

familias basadas en secuencias de aminoéacidos similares.

Los numeros EC son codigos que representan el nimero de la Enzyme
Commision. Es un sistema numeérico de clasificacion basado en las reacciones

guimicas que catalizan las enzimas. Cada numero EC esta asociado con un
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nombre recomendado a esa enzima. Estos numeros no especifican enzimas sino

la reaccion que catalizan, no importando la fuente de cada enzima.

3.2.1 Otras enzimas que hidrolizan enlaces glicosidicos

Celulasas y xilanasas: Estas enzimas hidroliticas participan en el rompimiento de
los enlaces glicosidicos (-1,4 presentes en el polisacaridos celulosa y
hemicelulosa, respectivamente. Desde hace mas de 50 afios se utilizan para
convertir una de las fuentes de energia renovable mas abundante, la
lignocelulosa, en glucosa y azucares solubles, ya que este recurso contiene
principalmente celulosa, hemicelulosa y lignina (Ponce et al., 2002). Estas
enzimas son producidas por una gran variedad de microorganismos, en especial y

bacterias.

Las celulasas juegan un importante papel en la industria textil en el
destefido de mezclilla y en los detergentes quita pelusas. Dentro de la industria
alimentaria son utilizadas para favorecer la extraccion y filtracibn de jugos y

mostos 0 en la extraccion de aceites comestibles.

Las xilanasas son principalmente utilizadas en la industria del papel para el
proceso de blanqueo de la pulpa, sustituyendo a compuestos clorados que pueden
ser toxicos y causan dafios en sistemas biolégicos. En la industria alimentaria se
utilizan en la clarificacion de jugos y vinos, extraccibn de saborizantes y

pigmentos, adicionandose a las masas en panificacion, entre otros.

3.2.2 B-glucosidasas

Dentro de las glicosidasas se encuentran las [B-glucosidasas (B-D-glucésido
glucosil hidrolasa EC 3.2.1.21) las cuales forman un grupo heterogéneo de
enzimas cuya funcién natural es catalizar la hidrélisis de enlaces B-glucosidicos

entre dos carbohidratos o un carbohidrato y una parte aglicona (Yoshiara et al.,
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2012) por medio de la separacion de la terminal no reductora de residuos [3-D-

glucosa, liberando asi el azlcar libre.

Las enzimas de esta familia muestran especificidad por sustratos con
enlaces [B-glucosidicos, tienen un peso molecular similar (55-65 kDa) y un pH

optimo de entre 5y 6 (Schomburg, 2000).

Imagen 6. Representacion tridimensional de una B-glucosidasa E.C. 3.2.1.21

3.2.3 Aplicaciones de glicosidasas

Las glicosidasas juegan papeles importantes en la naturaleza, incluyendo la
degradacion de biomasa y participando en funciones celulares, como la biosintesis
de glicoproteinas. Ultimamente se le ha prestado mas atencién a las glicosidasas,
por ejemplo, en la industria farmacéutica ya que estan involucradas en diversos
procesos biolégicos como reconocimiento entre célula y célula o entre virus y
célula, en respuestas del sistema inmunolégico, crecimiento celular, etc. En la
digestion, enzimas como a-amilasa, maltasa y lactasa son las responsables de la

degradacion de polisacaridos y oligosacaridos provenientes de la dieta en
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monosacaridos simples, los cuales son luego absorbidos hacia el torrente
sanguineo. Otros roles importantes son en el catabolismo y en la degradacién
lisosomal de glicolipidos. La deficiencia de esas enzimas resulta en enfermedades
genéticas serias como Gaucher y Tay Sachs. Otro rol que pueden desempefar es

en el procesamiento de glicoproteinas.

Tienen importancia ademas, en otras aplicaciones no médicas, en
especifico en biotecnologia, donde la degradacién enzimatica de biomasa tiene un
gran potencial para la generacion de fuentes de energia alternativas (Withers et
al., 1995).

En tejidos vegetales intactos, las [-glucosidasas estan contenidas
separadas de los nutrientes del organismo y se involucran en diversos aspectos
de la fisiologia vegetal como la formacién de intermediarios en la lignificacién de la
pared celular, la degradacion de pared celular del endosperma durante la etapa de

germinacion y en la activacion de fitohormonas.

La mayoria de las B-glucosidasas de plantas pertenecen a la familia | de
glicosil hidrolasas (GH1) la cual incluye también a las mirosinasas (tio-B-
glucosidasas), B-manosidasas, B-galactosidasas, fosfo-B-glucosidasas y fosfo-f3-
galactosidasas (Purushothaman et al., 2011).

En las ultimas décadas las B-glucosidasas han atraido la atencién de
tecndélogos debido a sus aplicaciones en la desintoxicaciébn de alimentos,
conversion de biomasa y en el realce de sabores en bebidas (Chen et al., 2012).
Ademas de estas funciones, las B-glucosidasas se utilizan en la sintesis de varios
glucosidos de interés comercial para las industrias alimenticia, cosmética,

farmacéutica y de detergentes.

3.2.4 Fuentes naturales de B-glucosidasas

Las pB-glucosidasas pueden encontrarse en todos los dominios del arbol
filogenético, menos en algunas arqueas y algunos eucariotes (Bras et al., 2012),

variando la concentracién en cada uno. Son producidas por el metabolismo de
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bacterias, hongos y plantas, son faciles de aislar a partir de semillas, cultivos de
hongos y microorganismos, etc. Una de las glucosidasas termoestables mas
utilizada en la sintesis de glucdsidos es la [B-glucosidasa de la arquea
hipertermofilica Pyrococcus furiosus la cual es relativamente fécil de cultivar y la
enzima es estable por 85 horas a 100 °C y constituye casi el 5% de la proteina
celular. Esta enzima también ha sido clonada y expresada en E. coli (Divakar,
2013). Sin embargo, las glucosidasas que mas se utilizan actualmente se obtienen
en su mayoria a partir de organismos vegetales (Pandey, 2006). Una de las
razones principales por las que ocurre esto es que la obtencion de enzimas a
partir de microorganismos requiere de muchos pasos, incluidos el crecimiento de
la cepa deseada, la centrifugacién del cultivo, recuperacion de las células con
actividad de la enzima deseada, la expresion del gen que codifica para las
enzimas en cepas de E. coli, entre otros. La obtencion de enzimas por medio de
fuentes vegetales requiere de menos y mas sencillos pasos. Ademas, las
glucosidasas obtenidas a partir de bacterias sufren de inhibicion por glucosa, es
por eso que las glucosidasas tolerantes a glucosa se encuentran en alta demanda
(Yu et al., 2007). Las glucosidasas obtenidas de plantas pueden soportar mayores
concentraciones de glucosa ya que una gran cantidad del azlcar, que es liberada
durante la germinacion, permanece en las semillas y no afecta la actividad de la

enzima.

Las semillas de plantas son una buena fuente de obtencion de B-
glucosidasas con una tolerancia a la glucosa. El hecho de que las semillas sean
un desperdicio de la industria alimenticia, por ejemplo, hace mas atractivo al
método enzimético ya que estos desperdicios tendran un valor agregado al
convertirse en fuente de enzimas, ademas de que reduce notablemente el costo

del catalizador.

Una fuente muy rica en estas enzimas es la almendra (Prunus amygdalus)
ya que el crudo de la semilla basicamente consiste en 3-glucosidasa y oxinitralasa

(De Roode et al., 2003). A pesar de esto, la glucosidasa comercial de almendra ha
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sufrido de escasez ademas de que tiene un costo muy alto y se necesita

inmovilizar la enzima si se quiere utilizarla repetidamente.

Las semillas de manzana (Malus domestica) son una fuente prometedora
de B-glucosidasas para la sintesis de alquil glucésidos ya que ha mostrado una

alta actividad hidrolitica en diferentes estudios realizados (Yu et al., 2007).

Recientemente se ha encontrado que una variedad de harinas de semillas
de frutas, en especial de ciruelas pasas (Prunus domestica), son buenos
biocatalizadores para la sintesis de alquil glucésidos a partir de D-glucosa y
alcoholes (Yang et al., 2012).

Imagen 7. Almendras, semillas de manzana y ciruelas pasa.

En este trabajo de tesis se eligieron a las semillas del fruto del arbol de

capulin (Prunus serotina) como fuente de B-glucosidasas.

3.2.5 Mecanismo de reaccién de B-glucosidasas

Las B-glucosidasas catalizan dos tipos de reacciones: La hidrélisis (rompimiento
de enlaces) y la glucosidaciéon (formacion de enlaces). La reaccion natural que

catalizan es la hidrolisis, mientras que la formacion de enlaces, ya sea reaccion

inversa o transglucosidacion, es una reaccion forzada.
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3.2.5.1 Hidrdlisis

Existen dos posibilidades estereoquimicas cuando se hidroliza un enlace: la
inversibn o retenciébn de la configuracion anomérica. Ambos mecanismos
involucran estados de transiciébn con un i6n oxocarbenium y un par de &cidos

carboxilicos en el sitio activo (Rye et al., 2000).

En la mayoria de los casos, la hidrdlisis del enlace glucosidico es catalizada
por dos residuos de aminoacido en la enzima: un donador de protén (acido) y un
nucleodfilo (base). Dependiendo de la posicién en el espacio de estos residuos
cataliticos, la hidrdlisis ocurre por retencion o inversion de la configuracion
anomérica. Los mecanismos de estas reacciones fueron propuestos por Koshland

y colaboradores hace casi 60 afios (Bréas et al., 2012).

3.2.5.1 A) Mecanismo de reaccion de glucosidasas de retencion

Las glucosidasas de retencion funcionan a través de un desplazamiento doble, un
mecanismo en el que el intermediario glicosil de la enzima se forma y se hidroliza
via i6én oxocarbenium. La reaccion es una catalisis acido/base pero aqui el mismo
grupo juega ambos roles. Los dos residuos involucrados, el nucledfilo y el
catalizador &cido base, son cadenas carboxilicas de los residuos de &cido
glutdmico y aspartico, los cuales estan localizados en extremos opuestos del sitio
activo a 5.5 A de separacion. En el primer paso de este mecanismo se forma un
intermediario glicosil-enzima unido covalentemente y el cual tiene una
configuracion anomérica opuesta a la del sustrato inicial. En el segundo paso se
rompe el intermediario y se forma un hemiacetal con la configuracion anomérica
inicial (Bréas et al., 2012).
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Imagen 9. Mecanismo de una glucosidasa de retencion.

3.2.5.1 B) Mecanismo de reaccion de glucosidasas de inversion

Las glucosidasas de inversion funcionan en un solo paso donde una molécula de
agua causa un efecto en el sitio del centro anomeérico. En este mecanismo, los dos
residuos carboxilico participantes actian como catalizadores &cido-base y se
encuentran a 10.5 A de separacion, un espacio mayor ya que el sustrato y el agua
deben estar presentes en el sitio activo para llevar a cabo la reaccion. Este
proceso de cambio en el sitio es un catalizador acido/base, con el sitio activo de
amino actuando como la base general, ayudando a desprotonar la molécula
nucleofilica de agua, y el otro amino acido actuando como acido general,
protonando el atomo de oxigeno que se libera (Bras et al., 2012). Hay una
inversion en la configuracibn anomérica del producto ya que no se forma un

intermediario enziméatico covalente.
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Imagen 8. Mecanismo de una glucosidasa de inversion.

3.2.5.2 Glucosidacion

A pesar de que su reaccion natural es la de la hidrdlisis, las glucosidasas también
tienen la capacidad de sintetizar enlaces glucosidicos si se controlan las
condiciones de temperatura y velocidad de reaccion. De esta forma se realiza la
glucosidacion enzimatica, la formacién de enlaces glucosidicos. Para llevarse a

cabo se requieren de altas concentraciones de sustrato.

El mecanismo de formacion de un enlace glucosidico de forma enziméatica
es similar al de la formacion de glucésidos por medio de una sintesis acida (Akita
et al., 1999). El sitio activo de la B-glucosidasa esta conformado por dos grupos
carboxilicos los cuales son los que juegan el rol mas importante al catalizar la
hidrolisis de los enlaces glucosidicos. Uno de ellos es el ion carboxilato que actia
como una base y el otro es el acido carboxilico el cual actia, como dice su

nombre, cual acido (Akita et al., 2006).
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Imagen 10. Esquema general de la reaccién de glucosidacion por medio de

reaccion inversa.

La glucosidacion con glucosidasas puede lograrse por medio de la
transglucosidacion y glucosidacién directa. Dependiendo del donador de azucar, la
glucosidacion puede ser controlada cinéticamente (transglucosidacién) o
termodinamicamente (glucosidacién directa; también llamada reaccion inversa).
Esto se logra cuando un donador de azlcar y un aceptor son incubados con las
glucosidasas apropiadas que catalicen la eficiente y selectiva transferencia del

residuo glicosil hacia el aceptor y de esta forma se obtiene el glucésido deseado.

3.2.5.2 A) Transglicosidacion

Las glicosiltransferasas (EC 2.4.x.y) catalizan la transferencia de azucares de
moléculas donadoras hacia moléculas aceptoras especificas, formando asi un
enlace glicosidico. Existen dos grupos principales de glicosiltransferasas: las que

llevan a cabo el mecanismo de Leloir y las que no (Weijers et al., 2008).
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Las (glicosiltransferasas que siguen el mecanismo de Leloir son
responsables de la sintesis de la mayoria de los glicoconjugados de la superficie
celular en mamiferos y en la pared celular en plantas, hongos y bacterias. Estas
enzimas utilizan donadores nucleétidos y de azucar. Este mecanismo empieza con
la activacion del monosacarido por un nucleoétido, el cual posteriormente se utiliza

para transferir el azucar a la molécula donadora.

Las fosforilasas son glicosiltransferasas que no siguen el mecanismo de
Leloir. Las reacciones en este mecanismo son reversibles ya que no se
encuentran involucradas moléculas de agua y la energia de enlace del sustrato
glicosil-fosfato es relativamente baja. Estas enzimas son altamente especificas
hacia el sustrato donador. Otro ejemplo de enzimas que no siguen el mecanismo
de Leloir son las fructosiltransferasas, las cuales transfieren las unidades de

fructosa de la sucrosa hacia aceptores, liberandose asi glucosa.

La ventaja de las glicosil transferasas yace en el completo control de la
regio- y estereoselectividad ya que estas enzimas pueden llevar a cabo su

mecanismo invirtiendo o reteniendo la configuracion del sustrato.

El método de transglucosidacion es una sintesis cinéticamente controlada
donde la enzima cataliza la transferencia de un residuo glicosil del donador hacia
el aceptor (Divakar, 2013). En este tipo de reaccion se alcanzan rendimientos
mayores en un periodo de tiempo menor, pero se utilizan donadores de azlcar
que pueden resultar muy caros y las glicosiltransferasas son dificiles de obtener,
mientras que, en contraste, el acercamiento a esta reaccion con glicosidasas

utiliza donadores glicosil mas simples, el mismo monosacérido libre.

3.2.5.2 B) Glucosidacion directa o reaccion inversa

La glucosidacion directa o reaccion inversa, es una sintesis en donde el equilibrio
es controlado y este se desplaza hacia la sintesis, a la condensacion entre

monosacaridos y alcoholes para formar alquil glucésidos como productos
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deseados y agua como producto secundario (Divakar, 2013). Esto puede lograrse
si se reduce la actividad de agua, si se incrementa la concentracién de sustrato o
si se remueven, de ser posible, los productos de reaccion. Este es un método
ampliamente utilizado en la sintesis enzimatica de alquil glucdsidos y glucésidos
fendlicos, como es el caso de glucésidos de cadena larga como el octil glucésido,

que son surfactantes no iénicos.

En la glucosidacion, el nucledfilo Glu-406 ataca el carbono anomérico (C-1)
del sustrato y forma un intermediario glicosil-enzima acompafiado de la liberacion
del aglicona después de la protonacion del oxigeno glucosidico por el catalizador
acido Glu-191. En el siguiente paso, Glu-191 actia como base, y una molécula de
agua funciona como nucledfilo y ataca el intermediario glicosil-enzima, liberando
asi la glucosa y regenerando el nucleofilico Glu-406. Generalmente estos dos
acidos glutamicos cataliticos estan posicionados en el sitio activo de la enzima a

una distancia aproximada de 5.5 A (Divakar, 2013).

Se ha reportado que la reaccion inversa tiende a rendimientos bajos debido
a que el equilibrio se desplaza a la hidrdlisis (Yang et al., 2011) ya que el producto
en si es un sustrato para la enzima, la actividad hidrolitica compite con el
mecanismo de glucosidacion. Pero estos rendimientos se pueden mejorar si se
trabaja con una concentracion alta de sustratos y con actividad acuosa baja,

también se puede realizar una remocion selectiva de producto.

3.3 Capulin (Prunus serotina)

El arbol de capulin (Prunus serotina Ehrh.) es un arbol que crece silvestremente o
cultivado, mide de 20 a 30 m de alto y es nativo de América del Norte,
desarrollandose en altitudes entre los 1000 y 3200 m (Alveano et al., 2011). Crece
en zonas templadas desde Canada hasta Bolivia, y estd ampliamente distribuido
en México. P. serotina esta distribuida principalmente en cuatro regiones de
México: al norte, oeste, centro y sureste, con una mayor incidencia de especies en
el centro y oeste. Los principales estados en donde se desarrolla el capulin son
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Michoacéan, Estado de México, Tlaxcala y Querétaro (Fresnedo-Ramirez et al.,
2011). Los frutos de este arbol, comunmente llamados capulines en México, son
una especie de cereza comestible con una piel rojiza oscura y pulpa color verde
trasltcido, con un didmetro de 1 a 2 cm. En EUA se les conoce como cereza
negra o silvestre, en Guatemala como cerezo, en Venezuela lo llaman cerezo

criollo y cerezo de los Andes en Colombia.

Imagen 11. Principales estados en la Republica Mexicana donde se desarrolla el capulin:

1. Michoacan, 2. Edo. De México, 3. Tlaxcala, 4. Querétaro..

El capulin corresponde a una especie polimoérfica compuesta de un gran
namero de variedades y subespecies. Taxonomia: Division Atofita, Clase
dicotiledona, Orden Rosales, Familia Rosaceae, Subfamilia Prunoidea y Genus
Prunus (Ordaz-Galindo et al., 1999).
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3.3.1 Usos del arbol y frutos de capulin

Las poblaciones indigenas de las regiones donde prolifera este &rbol, lo han
utilizado para tratar distintas enfermedades. Se ha utilizado su corteza para tratar
los sintomas de diabetes aunque tradicionalmente se utiliza para tratar los
sintomas inflamatorios como resfrio, fiebre y dolor de garganta. Se conoce
también que posee propiedades anticancerigenas. A las hojas y flores de este
arbol se les ha encontrado propiedades terapéuticas para enfermedades
respiratorias. En Guatemala se prepara una infusién con las hojas del arbol de
capulin para tratar trastornos gastrointestinales como diarrea, disenteria, colicos e
inflamacion, debido probablemente a la actividad antibacterial del extracto de las
hojas. Los frutos de P. serotina se utilizan en la medicina tradicional mexicana
para el tratamiento de diarrea y tos. La madera del arbol también es aprovechada

y se usa en la fabricacion de muebles debido a su dureza y durabilidad.

El uso mas coman de P. serotina es como parte de la dieta, ya que sus
frutos y semillas son mas nutritivas que otras semillas dulces o agrias. En México,
el capulin se consume fresco o seco y es utilizado para preparar alimentos como

mermeladas y licores.

La almendra o semilla del fruto del capulin es muy apreciada y consumida
en el centro de México. Esta semilla representa un recurso valioso desde el punto
de vista economico y nutricional, pues tiene un buen contenido de proteina y
aceite. Sin embargo, las semillas de los frutos del capulin también se consideran

un desperdicio del procesamiento de la pulpa y jugo del fruto.
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Imagen 12. Arbol de capulin.

Imagen 13. Frutos de capulin.
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3.3.2 Composicion del fruto de capulin

Tabla 5. Datos de la composicion nutricional por cada 100g de fruto de capulin

Compuesto Cantidad
Calorias 131 kJ
Proteina 04g¢g

Carbohidratos 75¢g
Agua 89.6 ¢
Fibra 119

Grasas 0.3¢g

Vitamina A 752 1U

Riboflavina 0.1 mg
Niacina 0.4 mg

Acido pantoténico 0.3mg
Vitamina C 1.6 mg
Calcio 11.8 mg
Magnesio 17.6 mg
Hierro 0.2 mg
Sodio 6.9 mg
Fosforo 10.8 mg
Potasio 143 mg
Cobre 0.1 mg
Selenio 0.6 mg
Zinc 0.1 mg

(Benefits Of Black Cherry. [Internet]. 2013. Sitio web lloveindia. http:/lifestyle.iloveindia.com/lounge/50-
things-girls-wish-guys-knew-13207.html [Accesado Junio 2, 2013])

La caracterizacidon de sus proteinas de reserva indica que tiene un alto
contenido en albuminas. A valores de pH 6, 7y 12 se observa la mayor solubilidad
de la proteina. En cuanto a la composicion elemental, el contenido es: azufre
(0.11%), fésforo (0.17%), calcio (0.07%), magnesio (0.13%), potasio (0.68%) y
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sodio (0.10%). La almendra presenta un elevado contenido de lipidos 38-45% y un
contenido de proteina del 28% (Raya-Pérez et al., 2012).

Estas semillas contienen distintos compuestos que pueden liberar &cido
cianhidrico cuando se muele o pulveriza la semilla, es en este momento cuando se
liberan las enzimas que descomponen esos compuestos, tal como: amigdalina
hidrolasa, B-glucosidasa, manosidasa, prunasina, cianohidrina y mandelonitrilo

liasa. por ejemplo (Kuroki et al., 1987).
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4. HIPOTESIS

Las semillas de capulin contienen B-glucosidasas las cuales pueden utilizarse para

sintetizar enzimaticamente diferentes glucosidos.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

Llevar a cabo la sintesis de alquil glucésidos a través de una ruta verde y
bioldgica, catalizada por las enzimas [3-glucosidasas contenidas en las semillas del
fruto de capulin.

5.2 Objetivos especificos:

% Obtencién de alcohol vainillinico y alcohol piperonilico a partir de vainillina y
piperonal, respectivamente.

“ Preparacion de un biocatalizador, a partir de las semillas de capulin, que
presente actividad de B-glucosidasa.

% Realizar una seleccion de alcoholes para averiguar cuales son reconocidos
por las enzimas del biocatalizador de semillas de capulin.

« Encontrar las condiciones de reaccién para llevar a cabo una sintesis

enzimatica de glucoésidos a partir de glucosa y alcoholes.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Diagrama General

« Obtencion de sustratos A
» Alcohol vainillinico y alcohol piperonilico
1 por sintesis quimica y enzimatica )

* Preparacion de biocatalizador a partir de

2. semillas de capulin
J
\
* Seleccién de agliconas
3. )
A » Reacciones de bioglucosidacion
: J

6.1 Material

Material vegetal: Los capulines fueron recolectados en Ixtenco, Tlaxcala, en el afio
2012.

6.2 Etapas

El procedimiento experimental se dividio en cuatro etapas: 1.- Obtencion de

sustratos, 2.- Preparacion de biocatalizador 3.- Seleccion de agliconas, 4.-

Reacciones de bioglucosidacion.
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6.2.1 Etapa 1: Obtencién de sustratos

6.2.1.1 Sintesis quimica

6.2.1.1- Alcohol Vainillinico

Se pesaron de 5g de vainillina y se transfirieron a un matraz de fondo plano
de 50ml. Posteriormente se adicionaron 5 ml de etanol al matraz como
medio de reaccion. Se colocé dentro del matraz una barra de agitacion para

disolver la vainillina.

Como agente reductor en la reaccion se utilizé borohidruro de sodio
(NaBH,). Se prepar6 una solucion de NaBH,4 con una concentracién 3.42M
en hidroxido de sodio (1.0M). Posteriormente se colocaron 5ml de esa

solucion en un embudo de adicion.

Para la adicién del borohidruro de sodio, se coloco el matraz en un
bafio de hielo el cual se coloc6 sobre una agitadora magnética. Para evitar
gue la solucion se calentara, se adiciond gota a gota el borohidruro de sodio
y se agité con la barra de agitacion, esto en un periodo no mayor a 10

minutos.

Cuando se complet6 la adicién del agente reductor, se retiré el matraz
del bafio de hielo y se agitd la reaccion a temperatura ambiente por 5

minutos mas.

Para la eliminacion del borohidruro de sodio restante, se afiadidé acido
clorhidrico (6M) gota a gota para descomponer el NaBH,4 Se regreso el
matraz al bafio de hielo y se coloco sobre la agitadora magnética, y se
detuvo la acidificacion hasta que no se observé desprendimiento de H,. Se
midié el pH con tiras de papel indicador para corroborar que la solucion

fuera &cida.
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El enfriamiento y agitaciébn continuaron por 10 minutos mas hasta la
formacion de un precipitado. La solucion con el precipitado formado se filtré
al vacio para recuperar el sélido y secarlo. El filtrado se desecho en la tarja

con abundante agua.
El sélido seco se peso para calcular el rendimiento de la reaccion.

Posteriormente se eluyd una placa cromatografica del producto
obtenido, vainillina y el estandar de alcohol vainillinico, utilizando las

condiciones descritas a continuacion en el apartado “6.2.2.1 a) Sistema de

cromatografia”.

6.2.2.1 a) Sistema de cromatografia: Placas de silica gel de 5x2.5 cm.

Eluyente: Cloroformo/Metanol/H,O (4:1:0.1). Revelado con sulfato cérico y

posterior calentamiento en parrilla eléctrica.

6.2.1.1- Alcohol piperonilico

Se realiz6 el mismo procedimiento de sintesis descrito en el apartado
%6.2.2.1-Alcohol Vainillinico” utilizando piperonal en lugar de vainillina.

6.2.1.2 Biosintesis enziméatica

6.2.1.2-Alcohol Vanillinico

Material vegetal: Brocoli comprado en un mercado local en la delegacion

Azcapotzalco, Distrito Federal.
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Se pesé 1g de vainillina y se colocé en un matraz de fondo plano de 500
ml. Posteriormente se le adicionaron 250ml de buffer de fosfatos (pH=7)

como medio de reaccion y se disolvio la vainillina.

Como biocatalizador de la reaccion se utilizaron 100 g de la inflorecencia
de brécoli los cuales fueron agregados a la solucion de vainillina. Se cubrio

la boca del matraz con papel aluminio para evitar contaminacion o derrame.

La solucion con el biocatalizador se mantuvo en agitacion durante 3 dias

a temperatura ambiente.

Habiendo transcurrido ese tiempo, se filtré la solucion para separarla de
las inflorecencias de brocoli. Se le realizé una extraccion con acetato de
etilo a la solucién y a las inflorecencia de brécoli, por separado. Se

recuperaron las fracciones organicas y se concentraron en rotavapor.
Se recupero6 el sélido formado y se peso para calcular el rendimiento.

Posteriormente se eluyd una placa cromatografica del producto obtenido
y el estandar de alcohol vainillinico utilizando las condiciones ya descritas

en el apartado “6.2.2.1 a) Sistema de cromatografia”.

6.2.1.2-Alcohol Piperonilico

Se repiti6 el mismo procedimiento descrito en el apartado “6.2.2.2-Alcohol

Vainillinico”, utilizando 1 g de piperonal en lugar de vainillina.

El resto de los reactivos utilizados en las reacciones (acido kéjico, octanol,
hidroguinona, alcohol isoamilico, alcohol bencilico y butanol) se adquirieron

comercialmente.

36



6.2.2 Etapa 2: Preparacion de biocatalizador a partir de semillas de capulin

Manipulacion de los frutos: Se tomaron aproximadamente 2kg de fruto de
capulin y se separo el epicarpio (cascara) y mesocarpio (pulpa) de la semilla
del capulin manualmente. Posteriormente se realiz6 un lavado superficial a las
semillas utilizando Unicamente agua, para retirar los restos de mesocarpio que
pudieran haber quedado adheridos a la semilla. Las semillas de capulin se

dejaron secar por 24 horas.

Manipulacion de semillas: Las semillas secas se rompieron a la mitad con
ayuda de pinzas para recuperar el endospermo que contienen. Los
endospermos recuperados se remojaron durante 15 minutos en agua a 55°C

para facilitar el desprendimiento manual del tequmento (cascarilla).

Manipulacion del endospermo: El endospermo libre de tegumento, se triturd
en un mortero de porcelana con hexano frio (de 10 a 20 ml) hasta obtener una
harina fina. Posteriormente, se realizaron tres lavados con acetato de etilo (10
ml) y uno con acetona (5 ml) para desengrasar la harina. La harina con los
disolventes se filtr6 al vacio hasta estar completamente seca, quedando asi
listo el biocatalizador. El biocatalizador preparado se guardd en un recipiente

de vidrio el cual se coloco en refrigeracion para su almacenamiento.

6.2.2.1 Ensayo cualitativo de la actividad de B-glucosidasa

Se pesaron 50 mg del biocatalizador preparado y 50 mg de p-nitrofenil-B-D
glucopiranosida y se colocaron en un vial de vidrio transparente. Se les
adicioné 1 ml de buffer de fosfatos (pH=6.8) y se agitd el vial cerrado. Se
realiz0 también una muestra blanco el cual no contenia biocatalizador de
harina de semilla de capulin. Se observé el vire del color de ambas soluciones

a los 5 minutos.
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6.2.2.2 Medicion de la actividad de B-glucosidasa

Curva patrén: Se realiz6 una curva patron de p-nitrofenol utilizando
concentraciones diferentes, desde 0.006 hasta 1.6 mg de p-nitrofenol por ml de
buffer de fosfatos (pH=6.8), formando siete puntos a lo largo de la curva. Se
midié la absorbancia de cada punto a 480 nm por medio de un

espectofotometro GBC-cintral.

Medicién de absorbancia: Posteriormente se prepardé una solucién de p-
NPG (p-nitrofenil-B-D-glicopiranosida) 10 mg / 20 ml de buffer de fosfatos. Se
preparé una muestra utilizando 2 ml de esa solucién y se afiadieron 10 mg del
biocatalizador de capulin. Se midi6 la absorbancia de esa muestra cada 60
segundos hasta llegar a 7 minutos, para obtener la actividad de la enzima B-
glucosidasa presente en el biocatalizador preparado a partir de semillas de

capulin.

6.2.3 Etapa 3: Seleccion de agliconas

Se pesaron 0.18 g (1 mmol) de glucosa y se colocaron en un matraz de vidrio
de 25 ml. Se le adicion6 1 ml de agua destilada al matraz para disolver la
glucosa. Esto se realiz6 ocho veces, una para cada aglicona a utilizar. A cada
matraz se le agregé el equivalente en gramos de 5 mmol de la aglicona en
cuestion (Tabla 6). A cada matraz se le afiadieron 5 ml de dioxano como medio
de reaccién y 0.3 g del biocatalizador preparado a partir de semillas de capulin.
Se colocé un tapdén de hule en la boca de los matraces para evitar derrames y
evaporacion de la mezcla. Los matraces se colocaron en una incubadora a las

condiciones descritas en el apartado “6.2.3 a) Condiciones de reaccion”.

6.2.3 a) Condiciones de reaccion: Temperatura de 60°C con agitacion

constante a 250 rpm durante 72 horas.

38



Tabla 6. Alcoholes utilizados en la seleccion de agliconas.

Aglicona Gramos

Acido kéjico 0.71
Octanol 0.65
Hidroquinona 0.55
Alcohol isoamilico 0.44
Alcohol bencilico 0.54
Butanol 0.37
Alcohol vainillinico 0.85
Alcohol piperonilico 0.84

Sistema de cromatografia en placa fina: Se eluyeron placas
cromatograficas de cada reaccion para observar si habia o no formacion del
producto deseado. Se compararon los productos obtenidos con un estandar de
glucosa y como compuesto de referencia, la aglicona utilizada. Se utilizaron las

condiciones descritas en el apartado “6.2.2.1 a) Sistema de cromatografia”.

6.2.4 Etapa 4: Reacciones de bioglucosidacion

De acuerdo a la seleccién de agliconas realizado en el paso anterior, se
eligieron las agliconas que presentaron un mejor reconocimiento de la enzima

B-glucosidasa para realizar la reaccién de glucosidacién a una mayor escala.

Se pesaron 0.54 g (3 mmol) de glucosa y se colocaron en un matraz de
vidrio de 25 ml. Se le adicion6 1.5 ml de agua destilada al matraz para disolver
la glucosa. Esto se realizd cuatro veces, una para cada aglicona a utilizar. A
cada matraz se le agrego el equivalente en gramos de 15 mmol de la aglicona
en cuestion (Tabla 7). A cada matraz se le afiadieron 10 ml de dioxano como
medio de reaccion y 1 g de biocatalizador. Se colocé un tapon de hule para

evitar derrames y evaporacion de la mezcla. Los matraces se colocaron en una
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incubadora a las condiciones descritas en el apartado “6.2.3 a) Condiciones de

reaccion”.

Tabla 7. Alcoholes utilizados en las reacciones de glucosidacion

Aglicona Gramos

Octanol 1.95
Alcohol bencilico 1.62
Butanol 1.11
Alcohol vainillinico 2.55

Los matraces se colocaron en una incubadora y las reacciones se

mantuvieron a 60°C con agitacién constante a 250 rpm durante 72 horas.

Sistema de cromatografia en placa fina: Se repitié la elaboracion de placas
cromatograficas para corroborar la formacion de los productos deseados. Se
compararon los productos obtenidos un estandar de glucosa y como
compuesto de referencia, la aglicona utilizada. Se utilizaron las condiciones

descritas en el apartado “6.2.2.1.1 a) Sistema de cromatografia”.

Concentracion de los productos: Se filtraron al vacio las reacciones de

glucosidacion para después concentrar utilizando el rotavapor con vacio.

6.2.4.1 Sistema de cromatografia en placa fina con estandar de glucésido

de alcohol vainillinico

Se elabor6 una placa cromatografica para comparar el producto obtenido de la
glucosidacion de alcohol vainillinico contra un glucésido de alcohol vainillinico
ya caracterizado anteriormente. Se utilizaron las condiciones descritas en el

apartado “6.2.2.1.1 a) Sistema de cromatografia”.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Etapa 1: Obtencién de sustratos

7.1.1 Sintesis quimica:

En la sintesis quimica se utilizd borohidruro de sodio como reductor de la vainillina
y del piperonal, por separado. Después de la formacion de los respectivos
alcoholes, se retiraron los demas reactivos quedando un polvo un polvo de color
blanco en ambos casos sin ningun tipo de impurezas. El rendimiento que se

obtuvo de alcohol vainillinico fue de 93% y para el alcohol piperonilico fue de 95%.

C|3H3 o) c|;H3 OH
O b L NaBH, X O
2. H;0"
HO HO
Vainillina Alcohol vainillinico

<O O 1.NaBH, \<O OH

2. H;O"

Piperonal Alcohol piperonilico

Imagen 14. Esquema de reaccion de la reduccion de vainillina y piperonal a

alcohol vainillinico y alcohol piperonilico, respectivamente.

Para determinar si se habia obtenido el producto deseado, se eluyd una
placa cromatografica (imagen 15) con el alcohol vainillinico preparado y con el
producto del cual se partid, la vainillina. Se compar6é el alcohol vainillinico

obtenido, el cual aparece en la seccion derecha de la placa cromatogréafica, contra
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un estandar de vainillina. Se observa un Rf de 0.5, el cual es menor al de la

vainillina, 0.8, la cual aparece en la seccion izquierda.

o gy

A: Vainilina B: Reaccion de sintesis | A+ Piperonal. B: Reaccion de sintesis
quimica. Se muestra en el circulo el alcohol | duimica. Se muestra en el circulo el alcohol

vainillinico preparado por sintesis quimica. | Piperonilico preparado por sintesis quimica.

Imagen 15. Placas cromatografica con alcohol vainillinico y alcohol piperonilico

obtenidos por medio de sintesis quimica.

La solucion utilizada para eluir las placas cromatograficas consistié en una
mezcla de cuatro partes de cloroformo, una de metanol y 0.1 de agua, haciéndolo
asi un eluyente no polar en su mayoria. Siendo que la estructura molecular del
alcohol vainillinico tiene un grupo —OH, presenté una solubilidad menor en el
cloroformo, por lo tanto, su Rf fue menor al de la vainillina, la cual casi llegé al
borde superior de la placa ya que es mas soluble en el cloroformo, el cual
conforma la mayor parte del eluyente.

7.1.2 Biosintesis enzimatica:

Como alternativa del método quimico, se propuso realizar una sintesis enzimatica
utilizando la inflorecencia de brocoli como catalizador de la reaccion para sintetizar
alcohol vainillinico a partir de vainillina, y alcohol piperonilico a partir de piperonal,

esto para seguir con la ruta verde. Con la biosintesis enzimatica se obtuvo un
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polvo de coloracién grisacea en el caso de alcohol vainillinico con un rendimiento

de 46%. Para el alcohol vainillinico se obtuvo un 51%.

Se eluyd una placa cromatogréfica (imagen 16) con el producto obtenido,
con vainillina y con el alcohol vainillinico obtenido por sintesis quimica. El alcohol
vanillinico obtenido de esta reaccion aparece en la columna central de la placa, a
su izquierda la vainillina y a su derecha el alcohol vainillinico sintetizado
quimicamente. El Rf relativo del alcohol vainillinico obtenido por la biosintesis
enzimatica es el mismo que el del obtenido quimicamente, 0.5, comprobandose
asi que son la misma sustancia. Se alcanzan a ver restos de vainillina en la
seccion de la reaccion de biosintesis, con el mismo Rf relativo que el de la

vainillina pura, 0.8.

A: Vainillina. B: Reaccion enzimatica. C: Estandar de alcohol vainillinico.

Se muestra en el circulo que se sintetiz6 alcohol vainillinico en la reaccion.

Imagen 16. Placa cromatografica con alc. vainillinico obtenido por biosintesis enzimatica.

Se observa que la vainillina no reaccion6 en su totalidad, esto pudo deberse
a que la cantidad de biocatalizador, inflorescencia de brocoli, no fue la suficiente
para la cantidad de vainillina utilizada. Otra razén puede ser que el tiempo de
reaccion fue demasiado corto y no se logré la total biosintesis de alcohol

vainillinico a partir de vainillina.

Comparacion: De acuerdo a lo observado en la placa cromatografica

(imagen 14), la vainillina en la sintesis quimica reacciond casi en su totalidad.
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Aunado con el alto rendimiento obtenido, 93%, se puede intuir que este método
es el més eficiente, comparandolo con el enzimético, en el cual no se logré la
conversion total de vainillina a alcohol vainillinico como se puede ver en la placa
cromatografica (figura 15), ademas de que el rendimiento obtenido no fue muy
bueno, siendo este de 43%. Lo mismo sucedié con el alcohol piperonilico, se
obtuvo un mayor rendimiento con la sintesis quimica (95%) a comparacion de la

sintesis enzimatica (51%).

A pesar de estas inconveniencias, no se descarta el método enzimatico ya
gue en la actualidad se buscan alternativas que sustituyan a los métodos quimicos
qgue involucran reactivos que pueden ser contaminantes y peligrosos en cuanto a
su manipulacion, tal es el caso del agente reductor utilizado en esta reaccion, el

borohidruro de sodio.

7.2 Etapa 2: Preparacion de biocatalizador a partir de semillas de capulin

Para la preparacion del biocatalizador se utilizaron aproximadamente dos kilos de
capulines maduros. Después de retirar la cascara y la pulpa, se lavaron las
semillas y se dejaron secar a temperatura ambiente. Considerando que la semilla
representa el 8% del peso total del fruto, se utilizaron 160 g de semillas. Habiendo
estado completamente secas, se rompieron a la mitad con pinzas y asi se
recupero el endospermo. Este endospermo esta cubierto de una cascarilla la cual
se removié después de haberse remojado por 15 minutos en agua caliente. La
trituracién del endospermo se realiz6 con ayuda de hexano, ya que por si solos
resultaba dificil. Para desengrasar el endospermo se requirieron cuatro lavados
con acetato de etilo y acetona. Después de secarse al vacio, el biocatalizador en
forma de harina fina, se almacend en un recipiente y se refrigerd. Se obtuvieron 53
g de biocatalizador desengrasado, resultando en un rendimiento de 3% con

respecto a los capulines frescos y 33% con respecto de las semillas de capulin.
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2 kg de 53 gde
bio-

catalizador

160 g de
semillas

capulin
fresco

Rendimiento:
3% respecto al capulin fresco
33% respecto a las semillas

En la reaccion de deteccidon cualitativa de actividad de B-glucosidasa se
observo el vire del color de la solucion, de traslicido a amarillo-verdoso, esto al
agregar el biocatalizador a la solucién que contenia la muestra control, p-nitrofenil-
B-D glicopiranosida. Esto indica que se liberd p-nitrofenil, impartiéndole esa
coloracién a la solucién. La liberacion de p-nitrofenil se llevd a cabo ya que,
gracias las B-glucosidasas presentes en el biocatalizador preparado, se rompio el
enlace B del compuesto de la muestra control, comprobando asi la presencia y

actividad de las B-glucosidasas presentes en la harina de semilla de capulin.

En la medicién cuantitativa de la actividad de [B-glucosidasa, se obtuvo
como resultado una actividad volumétrica de 0.38 U/ml (U = pmol de pNP
liberados por minuto). Se comparé la actividad del biocatalizador de la semilla de

capulin contra otros biocatalizadores obtenidos de semillas de distintos frutos.

Se deduce que la actividad del biocatalizador realizado en este experimento
resulté menor a las reportadas en la tabla 8 ya que este no sufri6 de ninguna
purificacion posterior, por lo tanto, la enzima B-glucosidasa no estaba concentrada

en el biocatalizador.
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Tabla 8. Actividad total y especifica de B-glucosidasas de diferentes fuentes.

Fuente de enzima Actividad total (U)
Semilla de Prunus dulcis (Almendra) 3.13
Semilla de Malus pumila (Manzana) 3.36
Semilla de Prunus persica (Durazno) 2.15
Semilla de Prunus armeniaca (Chabacano) 1.72
Semilla de Eriobotrya japonica (Nispero) 0.10
Semilla de Malus domestica (Manzana)* 1.64
Semilla de Prunus serotina (Capulin)** 0.38
B-glucosidasa comercial marca Sigma 5.9

(Lu et al., 2007: Los ensayos de actividad de B-glucosidasa se determinadron midiendo la
liberacién de p-nitrofenol de p-nitrofenil B-D-glucopiranosida (pNPG). Los ensayos se llevaron a
cabo a 50°C en buffer de fosfatos y se midié absorbancia cada 30 s por 3 min) (*Yu et al.,
2007)(**este trabajo).

7.3 Etapa 3: Seleccioén de agliconas

En esta etapa se realiz6 un monitoreo con ocho diferentes agliconas, dos de ellas
preparadas en el laboratorio de forma quimica y enzimatica (alcohol vainillinico y
alcohol piperonilico) y el resto adquiridas comercialmente. Esto para observar si es
factible llevar a cabo la reaccion de glucosidacion catalizada por B-glucosidasas de
semillas de capulin contenidas en el biocatalizador preparado. Los compuestos

utilizados fueron:

Tabla 9. Compuestos utilizados para las reacciones de glucosidacion

¢}
| | OH
a5 HO OH
o}
Acido kéjico, CeHeOa, 142 g/mol. Hidroquinona, Ce¢HgO>, 110 g/mol.
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HaC
HiCo e~ _-OH Y\/\OH

CHj

Octanol, CH3(CH2)-OH, 130 g/mol. _ B
Alcohol isoamilico, CsH1,0, 88 g/mol.

OH
HsC__~_-OH

Alcohol Bencilico, CgHsCH,OH,
108 g/mol.

Butanol, C4HOH, 74 g/mol.

OH

O
. CA ™
0 @)

HsC” . -
Alcohol piperonilico, CgHgO3, 152 g/mol.

Alcohol vainillinico, CgH1003, 154 g/mol.

De acuerdo a estudios previos (Lu, et al., 2010; Yang, et al., 2012) se
conocen las condiciones oOptimas para que la actividad de B-glucosidasa se
desplace hacia la sintesis de glucésidos. La temperatura utilizada fue de 60 °C vy el
tiempo de reaccidon fue de 72 horas, ya que se observd que después de ese
tiempo no se formaba mas producto. Para dirigir el equilibrio termodinamico hacia
la sintesis, la reaccién enzimatica se llevé a cabo utilizando el alcohol aceptor
como solvente y se afiadié una cantidad minima de agua al medio de reaccion,

necesaria para mantener la actividad enziméatica en el medio.

Transcurridas las 72 horas de reaccion, se realizaron cromatogramas en
capa fina de muestras de la mezcla de reaccién y se observd la presencia o
ausencia de glucésidos después de ser eluidas en Cloroformo/Metanol/H,O
(4:1:0.1), rociadas con sulfato cérico como revelador y sometidas a calor, para

luego ser visualizadas bajo luz ultravioleta.
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A: Glucosa. B: Reaccion
exp. C: Acido kéjico. No
hubo de

glucésido.

formacion

A: Glucosa. B: Reaccion
exp. C: Alcohol bencilico:
Se muestra en el circulo
el glucésido de alcohol

bencilico.

'\Sg )

A: Glucosa. B: Reaccion
exp. C: Hidroquinona. No
hubo de

glucosido.

formacion

-

A: Glucosa. B: Reaccién
Se

muestra en el circulo el

exp. C: Butanol:

glucosido de butanol.

»
= >3
A B C

A: Glucosa. B: Reaccién
C: Octanol. Se

muestra en el circulo el

exp.

glucésido de octanol.

A: Glucosa. B: Reaccién
Alcohol

vainillinico; Se muestra

exp. C:

en el circulo el glucosido

de alcohol Vainillinico.

A: Glucosa. B: Reaccion
Alcohol

No  hubo

formacién de glucdsido.

exp. C:

isoamilico.

A: Glucosa. B: Reaccién
Alcohol

No hubo

formacién de glucdsido.

exp. C:

piperonilico.

Imagen 17. Placas cromatograficas de la seleccién de agliconas.
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En la imagen 17 se presentan las imagenes de lasp lacas cromatograficas
de las ocho agliconas diferentes, sefialando en un circulo la formacion del
glucosido correspondiente. Se puede observar que solamente se formaron los
glucosidos del octanol, alcohol bencilico, butanol y alcohol vainillinico. Se
calcularon los Rf relativos de cada glucosido y estos fueron los resultados:
Glucésido de octanol, 0.6. Glucdsido de alcohol bencilico, 0.4. Glucésido de

butanol, 0.5. Glucésido de alcohol vainillinico, 0.5.

La cromatografia en capa fina es una técnica que se utilizé para determinar
cualitativamente la formacién o no del glucésido deseado. En esta técnica, el
eluyente asciende a lo largo de la placa cromatogréfica arrastrando los distintos
compuestos con el. En el caso de la glucosa y el alcohol utilizado en cada
reaccion, los cuales son sustancias puras, s6lo se observara una mancha circular
en la seccidn de la placa donde se eluyeron. En cambio, en la seccién donde se
colocaron las aplicaciones de la reaccién de glucosidacion, se observan dos
manchas distintas, esto es porque se trata de una mezcla, y por las diferentes
velocidades de adsorcién de los compuestos, una tarda mas que la otra en

ascender y asi se logra ver los compuestos separados.

Se puede observar en la imagen que se formaron los glucdsidos
correspondientes en el caso del octanol, el alcohol bencilico, el butanol y el alcohol
vainillinico (incisos C, E, F y G). En el caso del &cido kdjico, hidroquinona, alcohol
isoamilico y alcohol piperonilico, a pesar de que tienen grupos hidroxilo en su
estructura, no se llevd a cabo la glucosidacion o por lo menos no se puede
apreciar a simple vista por medio de las placas cromatograficas. Seria necesario
realizar la glucosidacion con otro biocatalizador a las mismas condiciones para
saber si las enzimas B-glucosidasas presentes en las semillas del capulin no

reconocen a esos grupos aglicones.

De acuerdo a estos resultados se eligieron al octanol, alcohol bencilico,
butanol y alcohol vainillinico para continuar con los experimentos y llevar acabo las

reacciones de glucosidacion.
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7.4 Etapa 4: Reacciones de bioglucosidacion

Con las placas cromatogréficas sélo se puede saber si se llevd a cabo la reaccion
de glucosidacion o no. El paso siguiente es llevar a cabo la reaccion de
glucosidacion a una escala mayor para obtener el glucésido en una mayor
cantidad. En esta etapa se eligieron el octanol, alcohol bencilico, butanol y alcohol
vainillinico ya que en las placas cromatograficas de sus reacciones fue en donde
se alcanz6 a ver el producto mas claramente. Se utilizaron las mismas condiciones
de reaccion antes descritas. A continuacion se presentan rendimientos en

biosintesis enzimatica de glucosidos provenientes de diferentes fuentes:

Tabla 10. Rendimiento y fuente de B-glucosidasa para la formacién de glucésidos.

Glucésido Fuente de B-glucosidasa Rendimiento
Alcohol bencilico Ciruela pasa (Prunus 21% (Yang, et al., 2012)
domestica)

Almendra (Prunus dulcis)  28.6% (Kurashima, et al., et al.,
2003)
Método quimico Koenigs-Knorr  65.5% (Mastelic, et al., 2004)

Octanol Palo de Rosa Tailandés 25% (Svasti et al., 2003)
(Dalbergia cochinchinensis)

Almendra (Prunus dulcis) 9% (Rantwijk et al., 2012)
Butanol Almendra (Prunus dulcis) 25% (Kurashima, et al., 2003)
Manzana (Malus domestica) 31% (Lu, et al., 2010)
Durazno (Prunus persica) 30% (Lu, et al., 2010)
Hidroquinona Manzana (Malus domestica) 15.8% (Tong, et al., 2004)
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Con respecto a los glucésidos obtenidos en este trabajo experimental con
B-glucosidasas de semillas de capulin, sélo se pudo calcular el rendimiento del
glucosido de alcohol vainillinico, siendo este de 4.5%. Fue imposible calcular los
rendimientos de los demas glucosidos (de octanol, alcohol bencilico y butanol) ya
que no se pudo separar el producto obtenido del medio de reaccion, solamente se
pudo comprobar su sintesis por medio de cromatografia en placa fina.

Como se puede observar en la tabla anterior (tabla 10), todos los
rendimientos con el método de biosintesis enzimatica, independientemente de la
fuente de la cual se obtuvo la enzima B-glucosidasa o del glucésido que se formo,
fueron menores al 30%, lo cual concuerda con lo descrito en el marco teorico.
Tomando como ejemplo especifico al glucoésido de alcohol bencilico, el
rendimiento en la biosintesis enzimatica fue de 21 a 28% (con B-glucosidasa de
ciruela pasa y de almendra, respectivamente), el cual es sélo una tercera parte del

rendimiento obtenido con el método Koenigs-Knorr, el cual es de 65.5%.

Se puede intuir que el biocatalizador preparado a partir de semillas de
capulin no tiene una actividad de B-glucosidasa a la altura de las fuentes mas
utilizadas en la actualidad, como es almendra, manzana, durazno, etc., esto puede
deberse a que los capulines utilizados eran comestibles y estaban en un estado de
maduracién avanzado. Es posible que si se utilizan capulines que hayan crecido
silvestremente, la actividad de B-glucésidasa en sus semillas pueda ser mayor y

asi, poder formar los glucésidos propuestos.

7.4.1 Sistema de cromatografia en placa fina con estandar de glucésido de
alcohol vainillinico

En el caso del alcohol vainillinico se pudo comparar el glucésido formado en la
sintesis enzimatica catalizada con B-glucosidasa de semillas de capulin, con un
estandar de glucésido de alcohol vainillinico purificado. A continuacién se muestra

la imagen de la placa cromatografica de esta comparacion.
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A: Glucosido de alcohol vainillinico obtenido enzimaticamente. B: Estandar de glucésido
de alcohol vainillinico. Se muestra en el circulo la presencia del glucésido de alcohol

vainillinico.

Imagen 18. Placa cromatografica del glucésido de alcohol vainillinico obtenido
enzimaticamente y el estandar de ese glucésido.

Se calculd el Rf relativo obteniendo un valor de 0.4, el cual coincide con el
obtenido en la etapa anterior y asi se comprueba la formacién del glucésido B del

alcohol vainillinico.

Después de llevarse a cabo la glucosidaciéon de los compuestos, se
concentré el producto obtenido en viales color ambar, para evitar cualquier

descomposicion que pudiera ocurrir, con ayuda del vacio en un rotavapor.
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8. CONCLUSIONES

Se sintetiz6 alcohol vainillinico obteniendo 93% de rendimiento por sintesis
quimica y 46% por biosintesis enzimatica. También se sintetiz6 alcohol
piperonilico obteniendo un 95% de rendimiento por sintesis quimica y 50% por

biosintesis enzimatica.

Se preparo un biocatalizador a partir de semillas de capulin con actividad de

la enzima B-glucosidasa.

Se logro llevar a cabo la sintesis enzimatica de alquil glucésidos a partir de
glucosa con: alcohol bencilico, butanol, octanol y alcohol vainillinico, obteniendo

productos con las siguientes estructuras.

OH
Q
HO
HMO
OH

Glucésido de alcohol bencilico, C13H1806, 270 g/mol

OH
0]

HO 0 CH
on N S

Glucosido de butanol, C19H2006, 236 g/mol
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OH

Glucésido de octanol, C14H2506, 292 g/mol

CHs OH
OH ©
0
HO
HO 0
OH

Glucésido de alcohol vainillinico, C14H;180s, 316 g/mol

Se concluye también que es factible la obtencion de glucosidos, en
especifico glucésido de alcohol vainillinico, por medio de una ruta totalmente verde
y biologica, desde la obtencion de materia prima y la reduccion de vainillina hasta

la glucosidacion del alcohol vainillinico con glucosa.
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9. PERSPECTIVAS

Vainillina; obtenida de la planta
de vainilla (Vanilla planifolia),

una fuente natural.

Alcohol vainillinico; obtenido
de la reduccién enzimética de
la vainillina catalizada por el
crudo enzimatico preparado a
partir de la arborescencia de

brécoli.

Glucosido de alcohol
vainillinico; obtenido de la
glucosidacion  del  alcohol
vainillinico catalizada por las -
glucosidasas del biocatalizador

de semillas de capulin.

» Estudiar el efecto que tiene el estado de maduracién del fruto de capulin

sobre la actividad de la enzima B-glucosidasa presente en sus semillas.

» Mejorar las condiciones de reaccion para la biosintesis de glucosidos.
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