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vegetales. I. Formacion de los hidroperdxidos lipidicos.
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RESUMEN

Alteraciones bioquimicas de los lipidos en los alimentos ve-
getales. |. Formacién de los hidroperéxidos lipidicos.

En este trabajo se hace una revisién de los enzimas respon-
sables de la degradaciéon enzimética de los lipidos en los alimentos
vegetales. Esta primera parte describe la formacion de los hidrope-
roxidos lipidicos producida por la acciéon secuencial de lipasas y
lipoxigenasas.

PALABRAS-CLAVE: Alimento vegetal - Informacién (artlculo) -
Lipasa - Lipoxigenasa - Oxidacién lip/dica.

SUMMARY

Biochemical changes of lipids in plant foods and feeds. I.
Lipid hydroperoxides formation.

The enzymes of the lipoxygenase pathway in plant foods are
reviewed. This part analyzes the enzymes related to the formation
of the lipidic hydroperoxides. Lipases and lipoxygenases in plant foods
are described.

KEY-WORDS: Information (paper) - Lipase - Lipid oxidation - Li-
poxygenase - Plant food.

1. INTRODUCCION

Durante su procesado y/o almacenamiento, los
alimentos estan sujetos a una serie de alteraciones
que tienen una importante repercusion en la calidad
de los mismos. Entre estas alteraciones, la oxidacién
lipidica ocupa un lugar primordial a causa de los
cambios que produce en los alimentos, con conse-
cuencias -que implican modificaciones en su aroma,
su sabor, la textura, la consistencia y la apariencia,
asi como su valor nutritivo y su seguridad.

Tanto las plantas como los animales poseen
sistemas bioquimicos que transforman secuencialmen-
te los glicerolipidos en derivados de los acidos grasos
a través de una serie de pasos que son conocidos
generalmente como cascada de los acidos grasos po-
linsaturados. Aunque se dan algunas similitudes entre
las cascadas animal y vegetal, entre ambas existen
sustanciales diferencias no sélo en las rutas que siguen
sino también tanto en los mecanismos de control que
regulan el proceso como en los productos finales for-
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mados. Tipicamente la cascada consiste en una hi-
drélisis de los glicerolipidos presentes por enzimas
lipoliticos, seguida de una oxidacién de los é&cidos
grasos liberados y termina con una transformacién o
descomposicién enzimatica de los hidroperéxidos o
endoperdxidos producidos en el paso de oxidacion.
Los compuestos producidos en la cascada usualmen-
te tienen un papel indispensable en el control de ciertas
funciones metabdlicas del organismo (1).

En los mamiferos, la cascada del acido araquidé-
nico ha sido, y lo sigue siendo en la actualidad, objeto
de intensas investigaciones a causa de la importan-
cia biomédica de los productos resultantes (2-4). Un
dano al tejido desencadena el inicio de la cascada.
El acido araquidénico, liberado de los fosfolipidos por
accién de la fosfolipasa A,, puede ser oxidado por la
lipoxigenasa. Este enzima, cuya existencia en anima-
les ha sido cuestionada hasta hace pocos afos (5),
y que hoy en dia ha sido encontrado principalmente
en plaquetas (6) y leucocitos (7), produce la forma-
cién de hidroperdxidos en el &cido araquidénico. La
intervenciéon posterior de otros sistemas enzimaticos
convierten estos hidroperdxidos en acidos hidroxite-
traénicos, epoxihidroxitriénicos y trihidroxitriénicos, y
leucotrienos. Por otra parte, el acido araquidénico
también puede ser oxidado por la prostaglandin-
endoperdxido-sintetasa a la prostaglandina G, que
puede a su vez sufrir sucesivas transformaciones y
formar otro conjunto de compuestos como son trom-
boxanos, prostaglandinas y prostaciclinas. Los distin-
tos productos formados en estas rutas tienen un papel
primordial en la agregacion de plaquetas, inflamacion,
quimiotaxis y contraccién del musculo liso, y se ha
sugerido que algunos de estos compuestos podrian
estar relacionados con enfermedades coronarias (8).

Los vegetales, por su parte, responden de manera
algo distinta al dafo al tejido. Debido a que los prin-
cipales acidos grasos que poseen son los &cidos li-
noleico y linolénico, éstos son los que sustituyen al
araquidénico en la cascada cuyas rutas conocidas se
han recogido en la Figura 1. Los &cidos grasos po-
linsaturados son liberados de los glicéridos, glicolipi-
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dos (principalmente galactolipidos) y fosfolipidos por
accién de las lipasas e hidrolasas. La oxidacién pos-
terior de estos acidos grasos por la lipoxigenasa
produce los correspondientes hidroperéxidos que a su
vez son convertidos por diferentes enzimas en una
mezcla compleja de compuestos. A diferencia de la

Grasas y Aceites

los alimentos vegetales no procesados almacenados
congelados durante largos periodos.

El objetivo de esta revision es la discusion del
estado actual del conocimiento de los distintos siste-
mas enzimaticos involucrados en estos procesos de
oxidacién lipidica en alimentos vegetales, describien-
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Transformaciones bioquimicas conocidas que sufren los lipidos en los alimentos, habitualmente llamadas ruta de
la lipoxigenasa o cascada de los &cidos linoleico y linolénico. Enzimas que intervienen: a, lipasas; b, lipoxige-
nasa; c, lipoxigenasa anaerdbica (catélisis seudoenzimatica); d, lipoxigenasa aerdbica (catdlisis seudoenzimati-
ca); e, lipoxigenasa (catélisis seudoenzimatica); f, hidroperdxido liasa; g, alcohol deshidrogenasa; h, aldehido
deshidrogenasa; i, hidroperéxido dehidrasa; j, hidrélisis (no enzimatica); k, 6xido de aleno ciclasa; |, acido ce-

tofitodienoico reductasa; m, reacciones de B-oxidacioén.

cascada del acido araquiddnico el significado fisiold-
gico de esta cascada es mucho menos conocido
aunque recientes investigaciones parecen apuntar que
puede estar implicada en procesos de dafo a tejidos
(9), andlogamente a lo que ocurre con la cascada de
los mamiferos, y en procesos de senescencia (10).

La consecuencia mas evidente de esta cascada
en vegetales es el desarrollo de olores y sabores. Ge-
neralmente la trituracién, congelacién, maceracién o
procesado de los alimentos provoca un dafo a sus
" tejidos desencadenando toda la serie de transforma-
ciones enzimaticas que apuntdbamos anteriormente.
El resultado es el olor a verde de las hojas tritura-
das, el caracteristico olor del pepino cuando se corta,
las notas frescas de las frutas y verduras, o, por el
contrario, los olores desagradables que desarrollan
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do lo que hoy en dia ya empieza a ser conocido como
la cascada de los acidos linoléico y linolénico.
Durante mucho tiempo se ha sabido que la oxi-
dacién de los lipidos insaturados en los alimentos
produce compuestos aldehidicos volatiles que, junto
con los alcoholes derivados de su reduccién, son los
responsables de los olores desagradables que desa-
rrollan los alimentos durante su procesado o almace-
naje. Debido a esto y como es sabido que la lipoxi-
genasa es la responsable principal del proceso, muchos
vegetales, como las judias y los guisantes, son hervidos
brevemente antes de su envasado o congelacién para
desactivar la lipoxigenasa al mismo tiempo que otras
enzimas. Sin embargo, estos tratamientos no conlle-
van sélo ventajas y, en algunos casos, la desactiva-
cién de la lipoxigenasa produce cambios en la textura
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y en otros atributos que contribuyen a la calidad del
alimento.

El flavor de un alimento es la suma de los efectos
de distintos compuestos a diferentes concentraciones.
Asi, por ejemplo, el nonenal y nonadienal y sus co-
rrespondientes alcoholes imparten el caracteristico
flavor del pepino o del meldn; y en el té, trazas de
hexanal y hexenal son deseables. Por el contrario estos
dos mismos compuestos, hexanal y hexenal, pueden
ser considerados desagradables en la soja debido a
que le confiere notas “verdes” o de “pasto”. Asi la di-
ferencia entre un flavor agradable y otro desagrada-
ble muchas veces estriba tan sélo en las concentra-
ciones del mismo y/o en un equilibrio entre los niveles
relativos de los distintos flavors.

Las isomerizaciones y deshidrogenaciones de los
aldehidos formados también tiene una considerable
influencia en el flavor de los alimentos vegetales. Asi,
por ejemplo, la transformacién cis-trans de un doble
enlace puede cambiar el limite de deteccién de un
flavor de tal manera que un aroma potente sea de
menor importancia o viceversa. El Z-4-heptenal, que
fue encontrado como producto de oxidacién en el
bacalao, tiene un limite de deteccién de 0,04 ppb en
agua y 0.5-1.6 ppb en aceite. Su transformacién en
el isdmero trans sube los limites de deteccién unas
200 veces (11). Otro ejemplo en este sentido pero
ilustrando esta vez la importancia de un doble enlace
puede ser la comparacién entre la cis-1,5-octadien-3-
ona y la 1-octen-3-ona. La primera, un producto de
la oxidacién de los acidos n-3 pentainsaturados que
ha sido encontrada en la mantequilla, es detectada a
una concentracién 100 veces mayor que la segunda,
un producto de la oxidacién de los acidos n-6 pen-
tainsaturados (12).

Todos estos ejemplos ilustran la importancia que
pequefios cambios en la proporciéon y estructura de
los compuestos producidos pueden tener en la acep-
tabilidad de los alimentos. En esta revisién se discu-
tira como los distintos productos son originados y
cudles son los mecanismos conocidos de control de
la ruta.

2. LIBERACION DE LOS ACIDOS GRASOS:
ENZIMAS LIPOLITICOS.

Todo el proceso se inicia con la lipolisis de lipidos
complejos produciendo la liberaciéon de los acidos
grasos. Este proceso, que ocurre después de la
maduracién o de que se ha producido un dafio al tejido,
es llevado a cabo por enzimas lipoliticos provocando
lo que a menudo ha sido llamado rancidez hidroliti-
ca.

Hay toda una variedad de enzimas lipoliticos
conocidos, los cuales a menudo son especificos en
su capacidad de hidrolizar un enlace acil-glicérido de
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un sustrato lipidico definido (13). Estos enzimas son
usualmente considerados hidrolasas cuando usan el
agua como sustrato. Sin embargo, debe ser tenido en
cuenta que la mayoria de las hidrolasas pueden actuar
como transferasas cuando el cosustrato es un alco-
hol. Este punto no serd discutido en este trabajo.

Generalmente cada lipasa hidroliza especificamen-
te un enlace acil-glicérido de un sustrato lipidico
definido. De acuerdo con esto se clasifican en lipasas
verdaderas, que hidrolizan triglicéridos Gnicamente, y
acilhidrolasas. Entre estas Gltimas merece sefalar a
las fosfolipasas, que actlian sobre los fosfolipidos y
las glicosildiglicéridolipasas que hidrolizan glicolipidos.

Las lipasas verdaderas se encuentran asociadas
a la membrana de los oleosomas o cuerpos lipidicos.
Son relativamente especificas para los triglicéridos que
contienen los acidos grasos mayoritarios en esas
especies. Asi, por ejemplo, se ha encontrado que la
lipasa del maiz es mas activa con los triglicéridos
conteniendo los acidos oléico y linoleico que son los
acidos grasos mayoritarios en el maiz. Por su parte,
la lipasa de la semilla de olmo, por ejemplo, que
contiene altos porcentajes del acido caproico, es casi
especifica de la tricaproina (14). Esta especificidad
hacia ciertos acidos grasos puede también ser obser-
vada en diacil y monoacil-gliceroles, aunque se va
perdiendo con la liberacién de acidos grasos (15). Esta
pérdida gradual en la especificidad de las lipasas
pudiera tener una importancia fisiolégica. Cada mo-
lécula de triglicérido no estd sélo compuesta del acido
graso mayoritario sino de uno mayoritario y otros
minoritarios. Asi, después de que la lipasa ha hidro-
lizado el acido graso mayoritario, ésta pierde especi-
ficidad y puede hidrolizar los restantes acidos grasos
(13).

En general, todas las lipasas verdaderas no tie-
nen actividad en semillas no germinadas y su activi-
dad se incrementa durante la germinacién y postger-
minacién disminuyendo posteriormente cuando desa-
parecen los triglicéridos. Esto puede tener interés en
las semillas de alfalfa germinadas que se han popu-
larizado enormemente en paises como los EE.UU. y
otros.

Para las semillas de ricino, y en general para las
lipasas verdaderas, se ha propuesto (16) un mecanis-
mo de accién en él que, y a diferencia del mecanismo
propuesto para la lipasa pancreatica, los tres grupos
éster del glicerolipido son hidrolizados. Este proceso
ocurre mayoritariamente durante la germinacién donde
el 90% de la reserva lipidica de la planta, que son
triricinolinoleilgliceroles, es completamente degrada-
do a Acidos grasos que son posteriormente utilizados
(17). Estudios realizados por Noma y Borgstrom
demostraron que la secuencia de la reaccién es tria-
cilglicerol que pasa a 1,2-diacilglicerol, posteriormen-
te a 1- y 2-monoacilglicerol y finalmente a glicerol
(16).
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Figura 2
Mecanismo de accién de las acilhidrolasas y nombres que reciben de acuerdo al paso en el que actGan.

Dentro de este grupo de lipasas verdaderas se
han encontrado unas lipasas que son solubles porque
no estan asociadas a membranas. Aln no han podido
ser purificadas y el conocimiento existente sobre las
mismas es muy escaso (15).

Las otras lipasas, las acilhidrolasas, entre las que
se encuentran las fosfolipasas, glicolipasas y un grupo
de lipasas no especificas, pueden ser agrupadas en
un Unico grupo de enzimas que desacilan glicerolipi-
dos del tipo de la figura donde R y R' pueden ser H
o un grupo acilo y X puede ser H (acilgliceroles), un
éster fosfato (fosfolipidos) o un residuo glicolipido
(galactolipidos o sulfolipidos). Para estas lipasas, se
ha propuesto la ruta que se recoge en la Figura 2.
Dependiendo de la reaccién en que actlen estos
enzimas reciben diferentes nombres que son los que
se recogen en la parte inferior de la figura.

A diferencia de las lipasas verdaderas, las acil-
hidrolasas no son especificas. Asi, por ejemplo, una
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acilhidrolasa aislada de la patata por Galliard (18)
hidroliza muy bien sustratos tan diferentes como
galactolipidos, fosfolipidos y monooleina. Por su parte,
otra acilhidrolasa aislada también de la patata por
Hirayana et al, (19) mostré una alta afinidad por
galactolipidos, fosfolipidos y acilglucésidos. El cono-
cimiento de otras acilhidrolasas es ain muy limitado.

La maceracién, la molienda y la homogeneizacion
de tejidos normalmente desencadena una rapida
lipolisis ya que los enzimas lipoliticos son puestos en
contacto con los sustratos lipidicos. De esta manera
tanto los triglicéridos de reserva como los lipidos de
las membranas pueden ser hidrolizados. Esto podria
explicar la lipolisis que frecuentemente se produce
después de la maceracién o molienda de las semillas
oleaginosas o la rapida produccién de volatiles pro-
cedentes de la degradacién lipidica que sigue a la
homogeneizacioén.

La lipolisis también puede ocurrir en sustratos “en
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seco” tal como ocurre en los copos de avena que tan
asiduamente estan siendo empleados para los desa-
yunos (20). En estas sustancias secas el agua
necesaria para la hidrélisis es suministrada por
equilibrio con la humedad del aire.

3. OXIDACION DE LOS ACIDOS GRASOS:
LIPOXIGENASAS

Una vez que los &acidos grasos son liberados por
enzimas lipoliticos se puede producir la oxidacion de
los acidos grasos poliinsaturados por la lipoxigenasa.
Las lipoxigenasas, tanto en plantas como en anima-
les, son dioxigenasas de acidos grasos poliinsatura-
dos. Normalmente se considera que el término gené-
rico “lipoxigenasa” agrupa a un conjunto de enzimas
que catalizan la oxidacién de lipidos conteniendo un
sistema Z,Z-1,4-pentadieno para producir los corres-

" pondientes hidroperéxidos conjugados. Los sustratos
naturales de este enzima en plantas son, por tanto,
los é&cidos linoleico y linolénico. Sin embargo, recien-
tes hechos encontrados parecen poner en duda que
la condicién exclusiva para la actuacion de las lipo-
xigenasas sea el sistema Z,Z-1,4-pentadieno. Por una
parte se ha observado que é&cidos grasos de 8 a 12
atomos de carbono, aln teniendo el sistema antes
mencionado, no actlan como sustratos de la lipoxi-
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genasa (21). Por otra, se ha comprobado que todos
los C,, que pueden actuar como sustratos tienen el
sistema pentadieno en los carbonos 9 y 12 de la cadena
(21). Isdbmeros geométricos del acido linoléico no dan
la reaccién y sus isémeros posicionales pueden actuar
como sustratos para la lipoxigenasa de hojas de té
pero su actividad hacia ellos es menos de la mitad
que la encontrada para el acido linoleico (21). Otros
derivados del &cido linoleico como sus ésteres meti-
licos, su alcohol y su aldehido actian solamente a pH
4.5 y en menor extension (21). De todo lo dicho se
puede concluir que el sistema Z,Z-1,4-pentadieno debe
estar localizado en las posiciones -6 y ©9 y que la
presencia del grupo carboxilo es importante pero no
esencial.

La lipoxigenasa estd ampliamente distribuida en
plantas. Durante un tiempo se pensé que estaba
restringida a legumbres y poco mas, pero ya en el
afno 1971 Pinsky et al. (32) encontraron actividad
lipoxigenasa en méas de 40 especies vegetales. Entre
las especies que presentan una mayor actividad lipo-
xigenasa destacan la patata, la berenjena, la soja, las
alcachofas, los guisantes, la coliflor, al aguacate, el
tomate y la lechuga.

A nivel subcelular, actividad de lipoxigenasa ha
sido encontrada en diferentes fracciones dependiendo
particularmente de la planta usada. Asi en las hojas

Tabla |
Principales caracteristicas de las isoenzimas de la lipoxigenasa de soja*

Peso molecular

Punto isoeléctrico

pH 6ptimo

Km aprox. con &acido linoleico (yM)
Oxidacidén (moles acido linoleico/min/mol)

Estabilidad frente al calor (vida media

a 69°C en min.)

Especificidad de sustrato

(referido al &cido linoleico)
Linoleato de metilo
Metano sulfonato de linoleilo
Acetato de linoleilo

Acido araquidénico

L-1 L-2 L-3
102,000 100,000 100,C00
5.68 6.25 6.15
9.0-9.5 6-7 6-7
12 16 340
15,800 6,500 _—
25 0.7 —
.10 0.52 2.0
0.17 1.80 1.75
0.06 0.39 0.75
1.5 0.5

Extraido de ref. 27 y 43.
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0,(R) se acumula en los cloroplastos (23), en la alfalfa ha
sido encontrada tanto en cloroplastos como en mito-
condrias (24), en patatas, guisantes y pepino ha sido
encontrada en la fraccion microsomal (25) y, finalmen-

Hg \ ) _H te, en flores de coliflor ha sido encontrada en una
H ,,// Y fraccion de densidad similar a los plastidos aunque
7 §/ i R diferentes a éstos (25). El grupo de Galliard ha puesto
R"-. HR de manifiesto la confusién que existe sobre el tema
en la bibliografia, confusién que, por otra parte, ha
sido alentada por la creencia ampliamente extendida
0(S) de que la lipoxigenasa es un enzima citoplasmatico.
2 Hoy en dia parece ser que ella pudiera estar locali-
Figura 3 zada en organulos muy fragiles (26).
Estereoqufmica del mecanismo de accidon de la li- En la actualidad se conocen distintos isoenzimas
poxigenasa. de la lipoxigenasa. En semillas de soja, donde la
Tabla II
Especificidad de oxidaciéon de diversas lipoxigenasas.
Fuente Tejido Acido Hidroperdxido producido pH Referencia
2raso 9-:13- (%)
Alfalfa Semilla LH 50:5C 6.8 30
Altramuz Semilla LH 48:52 - 31
Arroz Germen LH 97:3 7.0 32
Garbanzo Semilla ' LH 45:55 - 31
Guisante Semilla LH 58:42 6.3 33
Lenteja Semilla LH 26:74 - 31
Lino Semilla LH 20:80 6.5 34
LnH 12:88 6G5 34
Maiz Germen ‘ LH 85:15 6.9 35
LH 93:7 6.5 36
Manzana Fruto LH 13—mayoriéario 6.0 37
Patata Tubérculo LH 95:5 5.5 38
LnH 95:5 . 5.5 38
Pera Fruto LH 31:69 5.8-6.2 39
Soja Semilla LH 30:70 9.0 40
LH 10:90 9.0 41
LH 52:48 7.0 41
Tomate Fruto LH 100:0 6.8 42
Trigo Semilla LnH 100:0 - 43
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lipoxigenasa ha sido mas ampliamente estudiada, se
han identificado al menos 3 isoenzimas cuyas carac-
teristicas estan resumidas en la Tabla I. La isoenzima
1 se diferencia de las otras dos por su pH éptimo, que
es alrededor de 9, y su baja actividad cooxidativa hacia
carotenos. La diferencia entre la 2 y 3 estd en una
mayor actividad de la 2 hacia el-acido araquidénico
mientras la 3 es mas activa con el 4cido linoleico. La
isoenzima 1 por su parte no muestra diferencia entre
ambos sustratos (27). La estimulacién con Ca?* ocurre
con la isoenzima 2 mientras que el Ca?* inhibe la 3.
Una peculiaridad de la reaccién aerébica de la 3 es
la formacién de los oxodienos aparte de los corres-
pondientes hidroperéxidos (27).

El mecanismo de accién de la lipoxigenasa, que
se ha esquematizado en la Figura 3 empieza con la
abstraccién de un protén para formar un radical libre
pentadienilo conjugado y posteriormente se produce
la reaccién del oxigeno con el mismo para dar lugar
a los dos hidroperéxidos de la figura. Se ha compro-
bado (28) (29) que la accién catalitica es estereoes-
pecifica produciéndose siempre un enantibmero de-
terminado que depende del centro quiral que se crea.
Asi siempre se producen los 9- y 13-hidroperéxidos
con configuracién R y S respectivamente. Esto ha sido
demostrado mediante el marcaje esteroespecifico con
tritio de los hidrégenos de la posicion 11, observan-
dose la abstraccién estereocespecifica de los mismos
por un mecanismo que implica que el ataque del
oxigeno se produce por la cara opuesta del plano que
contiene el radical y de la cara donde se produce la
abstraccién del hidrégeno.

Los distintos hidroperéxidos se forman en diferen-
tes proporciones dependiendo de la procedencia de
la lipoxigenasa y del isoenzima utilizado. En la Tabla
Il se recogen algunos casos que muestran la diver-
sidad de resultados dependiendo del origen del enzima.
Como se puede observar, la mayoria de los estudios
han sido realizados con el acido linoleico, obtenién-
dose los dos posibles hidroperéxidos (9- y 13-) y, en
algin caso, se observa la formacién exclusiva de uno
de ellos. Otros estudios han sido llevados a cabo con
el acido linolénico y se puede observar que también
en estos casos los productos formados fueron el 9-
y el 13-hidroperéxidos.

Los diversos hidroperéxidos formados en las
reacciones anteriormente descritas pueden sufrir una
variedad de transformaciones tanto enzimaticas como
no. Las transformaciones enzimaticas que sufren los
hidroperdxidos lipidicos en alimentos vegetales seran
discutidos en la parte 2 de esta revision.
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