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Modificaciones producidas en las proteinas alimentarias
por su interacciéon con lipidos peroxidados.
Il. Mecanismos conocidos de la interaccion lipido (oxidado) - proteina

Por F. J. Hidalgo, R. Zamora y M. Alaiz
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RESUMEN

Modificaciones producidas en las proteinas alimentarias por su inte-
raccion con lipidos peroxidados. Il. Mecanismos conocidos de la
interaccién lipido (oxidado)-proteina

Esta parte describe cémo las protelnas alimentarias son modificadas
por lipidos oxigenados describiendo los distintos mecanismos conocidos:
interacciones hidrofébicas, reacciones radicalarias y formacién de pro-
ductos covalentes con los productos secundarios de oxidacién lipidica.

PALABRAS-CLAVE: Alimento - Compuesto fluorescente - Informa-
cién (artlculo) - Interaccién hidrofébica - Interaccién lipido (oxidado) -
protelna.

SUMMARY

Meodifications produced in food proteins following interactions with
oxidizing lipids. Il. Mechanisms of oxidizing lipid-protein interactions

This part rewiews the mechanisms of oxidizing lipid-protein interactio-
ns. Hydrophobic interactions, radical reactions and formation of covalent
compounds with secondary products of lipid oxidation are described.

KEY-WORDS: Fluorescent compound - Food - Hydrophobic interaction
- Information (paper) - Oxidizing lipid - protein interactions.

1. INTRODUCCION

La parte | de esta serie (1) abordé el estudio de los
mecanismos por el que los 4cidos grasos son oxidados,
centrandose especialmente en el nimero y variedad de
los productos obtenidos. En un alimento existen diversos
acidos grasos que ademads estan en contacto con material
no lipidico. Todo esto hace que la reaccién de oxidacién
lipidica se complique y el nimero de posibles productos
se eleve hasta una cifra dificil de determinar. Por esta
razén, el estudio de la degradacion de los alimentos pro-
teicos por lipidos peroxidados ha sido abordado a dos
niveles. En primer lugar se han llevado a cabo estudios
en sistemas modelo para tratar de averiguar cémo tenian
lugar estas reacciones para, posteriormente, extrapolar
los resultados a sistemas mas complejos; y, en segundo
lugar, se han llevado a cabo experiencias sobre alimen-
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tos con vista, sobre todo, a evaluar la importancia de
estas reacciones desde un punto de vista toxicolégico y
nutricional.

El objetivo de esta segunda parte es el estudio a nivel
molecular de cémo, a consecuencia de su interaccién
con lipidos peroxidados, se producen cambios en las pro-
teinas y como estos cambios afectan a las caracteristi-
cas de las mismas. El efecto sobre las caracteristicas
nutricionales y toxicolégicas de los alimentos sera abor-
dado en la parte lll de este estudio.

Cuando una muestra de ovoalbimina fue finamente
pulverizada e incubada con linoleato de etilo oxidado a
60° C el grupo de Pokorny observé los siguientes cambios
(2): a) en un primer estadio se formaron lipoproteinas
enlazadas por puentes de hidrégeno que pasaron por un
maximo para decrecer posteriormente y alcanzar una
concentracion practicamente constante en el tltimo paso
de la reaccién, y b) los lipidos enlazados covalentemente
se formaron en un estadio siguiente a la descomposicién
de las lipoproteinas. Esto parece indicar que en estas
reacciones se producen dos tipos de mecanismos. Hay
un primer estadio que consiste en la formacién de com-
plejos no covalentes con el hidroperéxido lipidico o sus
productos de descomposicién que, de alguna manera,
facilita la interaccion entre los distintos grupos reactivos
de lipidos y proteinas para dar lugar, en un paso posterior,
a compuestos covalentes.

Esta formacion de compuestos covalentes no es, sin
embargo, uniforme en el sentido de que todos los ami-
noécidos reaccionan con los mismos compuestos de oxi-
dacion lipidica. Cuando el grupo de Hurrell (3) (4) incubé
una mezcla de proteinas del suero bovino con linolenato
de metilo observé que la metionina era méas rapidamente
transformada que la lisina, de acuerdo con los mecanis-
mos de transformacién que habian sido propuestos para
estos aminoacidos, en los que la metionina reaccionaba
mayotitariamente con los hidroperéxidos mientras que la
lisina lo hacfa con sus productos de descomposicién.

Asf pues cuando una proteina interacciona con lipidos
peroxidados existe la posibilidad bien de la formacién de
complejos no covalentes o bien de la formacién de com-
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plejos covalentes. Esta formaciéon de complejos covalen-
tes puede a su vez ocurrir a través de reacciones radica-
larias, con el hidroperéxido o los radicales que fueron
descritos en la parte |, o bien a través de reacciones no
radicalarias con los productos secundarios de oxidacién
lipidica.

2. FORMACION DE COMPLEJOS NO COVALENTES

Cuando las proteinas son expuestas a lipidos peroxi-
dados, una gran proporcion de los complejos lipidicos
con las proteinas ocurren a través de asociaciones hidro-
fébicas y/o puentes de hidrégeno (5). Este fenémeno es
conocido desde muy antiguo (6-8) y su fuerza impulsora
es el cambio termodinamicamente desfavorable en la es-
tructura del agua que sigue a la adicién de un soluto no
polar en ella. Como resultado de esto las moléculas no
polares en solucién tienden a agruparse para que el area
de contacto se minimize. La asociacion hidrofébica de
moléculas no polares con proteinas procede de una ma-
nera similar. Las moléculas no polares tienden a agrupar-
se en las regiones hidrofébicas accesibles de las protei-
nas. La consecuencia de este proceso es que la extension
de la asociacién hidrofébica entre pequefias moléculas
no polares y proteinas es dependiente de la conformacién
de la proteina que afecta la disponibilidad de las regiones
hidrofébicas para la asociacién. Este tipo de enlace ha
sido muy estudiado en relacién al enlace de “flavors” a
proteinas por la importancia organoléptica de los mismos
y su, a veces, dificil eliminacién (9-11).

La fuerza del complejo lipido-proteina puede ser defi-
nida por una serie de pasos de extraccion (12-15). Kana-
zawa et al., (15) usando un acido graso radiactivo, pudie-
ron observar como éste era extraido en los pasos conse-
cutivos de extraccion. Si estos complejos fisicos son
ignorados entonces se pueden malinterpretar los resulta-
dos. Asi, por ejemplo, en este mismo trabajo de Kanazawa
et al. (15), se puede apreciar que las pérdidas de ami-
noacidos tras la correspondiente hidrélisis de la proteina
es dependiente del tipo de extraccién al que se ha some-
tido la muestra incubada. La proteina que sélo habia sido
sometida a una extraccién etérea sufrié severas pérdidas
de aminoécidos pero aquella que fue sometida a una
extraccion exhaustiva tuvo unas pérdidas minimas. Otro
dato sobre este punto puede venir dado por la inactiva-
cion de enzimas causada por hidroperdxidos lipidicos.
De acuerdo a Matsushita et al. (16) el acido linoleico mis-
mo fue a veces tan efectivo como su hidroperéxido en su
capacidad para inhibir ciertas enzimas en un rango bas-
tante amplio de condiciones. El enlace de acidos grasos
a las regiones hidrofébicas de la enzima, mas que a una
reaccién quimica, pudiera haber sido la responsable de la
modificacién de la actividad. Por el contrario, estos mismos
autores encontraron que la singular activacién de la pep-
sina en presencia del hidroperéxido del acido linoleico no
es producida en presencia sélo del acido (17).

Aparte de los hidroperoxidos, los productos secunda-
rios derivados de la degradacion del hidroperéxido también
se enlazan facilmente a la proteina. A este respecto, los
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aldehidos son, quizas, los productos secundarios que han
recibido mayor atencion sin duda debido a la importancia
que tienen en las caracteristicas organolépticas de los
alimentos aln a una concentracién muy baja (18) (19).
Estos compuestos enlazan a las proteinas tanto mediante
interacciones hidrofébicas (20) como electrostaticas (21)
y covalentes, siendo éstas Ultimas las que seran conside-
radas mas extensamente en este estudio porque son las
que causan cambios permanentes en los alimentos.

3. FORMACION DE COMPLEJOS COVALENTES
3.1. A través de reacciones radicalarias

En este caso el proceso se inicia con la abstraccion
de un protén de la proteina que puede tener lugar sobre
el carbono a (22). Estos radicales, que han sido identifi-
cados por RSE (23), podrian combinarse, con lo que se
produciria entrecruzamiento entre las cadenas polipepti-
dicas o polimerizacién, lo que implicaria cambios en la
textura y propiedades funcionales de los alimentos; po-
drian asimismo adicionarse a dobles enlaces, por una
reaccién analoga a las descritas en la parte I; o podrian
finalmente reaccionar con oxigeno para producir un hi-
droperéxido proteinico hipotético que ha sido propuesto
por Gardner (22) y que podria explicar distintos hechos
que son observados en estas reacciones. La homdlisis
de este hidroperéxido produciria un radical alcoxi que
podria a su vez sufrir una reaccién de B-escision analoga
a la descrita para los radicales alcoxi lipidicos en la parte
|. Esta reaccion permitiria explicar el incremento en el
contenido de grupos aminos libres en proteinas que han
sido peroxidadas en sistemas carentes de agua asi como
escisiones proteinicas observadas en las mismas (24).

Ademas del carbono en «, las cadenas laterales de
diferentes aminoacidos son susceptibles de ser dafiados
radicalariamente. Indudablemente, la diferente sensibilidad
de las distintas cadenas al ataque radicalario es la expli-
cacion de la selectibilidad que existe en la peroxidacién a
ciertos aminoacidos. Generalmente los aminoécidos mas
sensibles a ataques radicalarios son: cisteina/cistina, me-
tionina, triptéfano, histidina, lisina y tirosina.

La degradacién de cisteina probablemente procede
via un tioradical por una abstraccién del hidrégeno del
grupo tiol. Fuertes sefales de azufre radicalario han sido
observadas por RSE en una mezcla de cisteina mas
linoleato de metilo peroxidado demostrando la susceptibi-
lidad del tiol a los radicales. Cistina, varios oxidos de
cisteina/cistina (25-29), alanina y SH, (26) han sido en-
contrados como productos de la reaccion.

Nuestro grupo ha encontrado que la dimerizacién de
la proteina via radicales tidlicos transcurre mas rapida-
mente que la dimerizacién carbono-carbono cuando se
parte de una mezcla de B-lactoglobulina y 13-hidroperéxi-
do del acido linoleico (30). Esto sugiere que este tipo de
radicales se forma més facilmente que los de carbono
que fueron citados anteriormente.

Cuando la reaccién entre cisteina e hidroperéxido del
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acido linoleico se lleva a cabo en ausencia de O,, Gard-
ner encontré que la reaccién evolucionaba de muy distin-
ta forma. En vez de los dxidos de cisteina/cistina o la
dimerizacién, en la reaccién fueron identificados aductos
lipido-aminoéacidos (31) (32). El mecanismo propuesto (22)
implica un radical epéxido, que proviene de un reordena-
miento de un radical alcoxi, y que puede reaccionar con
un radical tioalcoxi para dar una epoxiencisteina que ha
sido aislada (22). En un solvente prético el epéxido sufre
solvédlisis con ayuda anquimérica del grupo tioéter para
dar lugar al producto final encontrado. Esta reaccién podria
ocurrir en las proteinas lo que implicaria un entrecruza-
miento de este tipo entre lipidos y proteinas. No obstante,
hoy en dia no hay datos que puedan apoyar esta hipétesis.

El residuo de metionina es muy sensible a la oxidacion
pasando a metionina sulféxido en presencia de linoleato
de metilo peroxidante (33) o aceite peroxidante (34). Esto
ilustra de alguna manera la facilidad de la iniciacién radi-
calaria en los sustituyentes azufrados. El paso a metioni-
na sulfona no es, en cambio, observado con lipidos pe-
roxidantes. Este Ultimo compuesto es obtenido cuando la
proteina es puesta en contacto con oxidantes muy fuertes
del tipo del acido perférmico. Es importante la diferencia
entre ambos derivados porque, como se vera posterior-
mente, la metionina sulféxido es asimilada por el organis-
mo como si fuera metionina, mientras que la sulfona no
puede ser utilizada.

La degradacion del triptéfano por linoleato de metilo
peroxidante ha sido estudiada por el grupo de Karel (35).
Ellos postularon que el paso inicial era una adicién radi-
calaria de un radical alcoxi lipidico al anillo de indol; sin
embargo, otros (36) (37) han demostrado que la reaccién
de un grupo hidroxi en el carbono 3 del anillo era interme-
dio en la oxidacién de los derivados de indol con varios
oxidantes. Este segundo camino parece ser mas légico
de acuerdo con los productos encontrados en estas reac-
ciones (22).

Cuando la histidina se hizo reaccionar con lipidos pe-
roxidantes, aquella sufrié reacciones tanto en el carbono
a como en la cadena de imidazol. La formacién de los

acidos imidazol-lactico e imidazol-lacético evidencia un ata-

que al carbono o. La degradacién del anillo de imidazol
fue puesta en evidencia con la formacién de valina y
acido aspartico. Esta ultima reaccién parece ser que es
la que tiene mayor importancia en proteinas (22).

Los productos de degradaciéon de la lisina causada
por linoleato de metilo peroxidante (33) indican que se
trata de una reaccién radicalaria que tuvo lugar tanto en
el carbono o como en la cadena lateral. De particular in-
terés es un dimero aislado (acido 2,11-diamino-1,12- do-
decadioico) que podria explicar una forma de dimeriza-
cién en proteinas. No obstante, como se discutira poste-
riormente, las reacciones mas importantes de la lisina
ocurren sobre el grupo amino terminal con los productos
secundarios de oxidacion lipidica.

Finalmente la tirosina también se ha mostrado que
puede ser degradada radicalariamente en presencia de
una peroxidasa y agua oxigenada (38). El proceso parece
ser que tiene lugar por abstraccién de un protén sobre el
grupo hidroxilo para dar lugar a un radical libre que es
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estabilizado por resonancia. La reaccién de dos radicales
de este tipo daria lugar a un compuesto dimérico. El
estudio de la importancia que dicha reaccién pudiera tener
en presencia de lipidos peroxidantes es algo que todavia
esta por realizar.

La importancia relativa de todas estas reacciones va
a venir determinada por la conformacién de la proteina y
el acceso que el lipido peroxidante tenga a las diferentes
cadenas laterales de los aminoacidos.

Cuando se llevé a cabo el estudio de la reaccién
entre el hidroperoxido del acido linoleico y la
B-lactoglobulina (30), que es una proteina globular pe-
quefa con tan sélo una cisteina y dos triptéfanos y los
tres situados en la superficie, la reaccién produce prime-
ramente la destruccién de los triptéfanos y a continuacion
se produce la oxidacién de la cisteina. Estos fueron los
hechos mas destacados, aunque no se estudiaron otros
aminodcidos. La lisina, que si fue estudiada, parece ser
que fue degradada por los productos secundarios de oxi-
dacién lipidica.

Por su parte, el grupo de Hurrel (3), estudiando el
sistema proteina del suero bovino/linolenato de metilo,
encontré que en un primer paso los aminoacidos oxida-
dos eran cisteina y metionina para pasar a reaccionar
posteriormente la lisina con los productos secundarios de
oxidacién. Ellos también encontraron pérdidas considera-
bles de triptéfano e histidina aunque no pudieron precisar
si éstas eran debidas a reacciones radicalarias o con
productos secundarios de oxidacién lipidica.

Estos datos junto con los que se han venido comen-
tando anteriormente indican que los amino&cidos que so-
portan mejor el radical libre son los azufrados que se
oxidan con facilidad dependiendo siempre del acceso que
tengan los lipidos a los mismos. Los otros aminoacidos
que pueden sufrir reacciones radicalarias son los hetero-
ciclicos, quizas por la contribucién de los heterodtomos a
la estabilizacion del electron desapareado. La lisina, por
su parte, es el aminoacido tipico que se presenta como
reaccionante con los productos secundarios de oxidacién
lipidica.

3.2. A través de reacciones no radicalarias

Las reacciones no radicalarias tienen lugar entre las
proteinas y los productos secundarios de la oxidacién
lipidica. Este término genérico de productos secundarios
de oxidacion lipidica engloba a aldehidos, epdxidos, ce-
tonas y toda la serie de productos de descomposicién y
transformacién de los hidroperéxidos lipidicos que fueron
descritos en la parte | de este estudio. Algunos de estos
productos secundarios reaccionan con los aminoacidos o
las proteinas aunque es dificil de determinar la importan-
cia relativa de los productos secundarios respecto de los
primarios. Hay algunos estudios comparativos que se re-
cogen en la bibliografia sobre su distinta importancia pero
sus resultados son dificiimente interpretables ya que a
menudo tanto productos primarios como secundarios
producen resultados analogos (15) (39-41).

Existe una evidente desigualdad en la bibliografia en
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el tratamiento que han recibido los diferentes productos
secundarios en su interaccién con las proteinas. Asi
mientras el malondialdehido o los aldehidos alifaticos han
sido ampliamente estudiados, otros muchos compuestos
apenas han sido considerados siendo éste un campo
cuyo desarrollo puede aclarar la importancia real que
tiene la presencia de malondialdehido en alimentos, cuyas
consecuencias, y a la vista de los diferentes resultados
encontrados en estos Ultimos afos, puede haber sido
magnificada.

El malondialdehido (MDA) ha sido durante mucho
tiempo reconocido como uno de los productos secundarios
de la oxidacion lipidica y su deteccién con el acido 2-tio-
barbitirico es la base de un test para oxidacién lipidica
que ha sido, y sigue siendo en la actualidad, ampliamente
utilizado. El grupo de Holman (42) demostré que el MDA
era producido a partir del acido linolénico por un meca-
nismo que Pryor et al. (43) sugirieron que ocurria a través
de los endoperoxidos tipo prostaglandinas descritas en la
parte |. Otros autores han encontrado MDA en muestras
de 4cidos grasos con menos de tres dobles enlaces pero
siempre en muy pequefa cantidad y sin un origen muy
claro (44) (45).

A causa de su bifuncionalidad, el MDA puede provocar
entrecruzamiento en las proteinas. Andrews et al. (46)
demostraron en 1965 que mezclas de gelatina y linoleato
de metilo peroxidado provocaban el entrecruzamiento en
la gelatina. Este entrecruzamiento fue definido por Chio y
Tappel (47) como una base de Schiff conjugada (Figura
1a). Esta base de Schiff es un croméforo fluorescente
con maximo de excitacién a ~370 nm y maximo de emi-
sién a ~450 nm. La fluorescencia fue demostrada en la
polimerizacion inducida por el MDA de la ribonucleasa A
(48).

A RNH-CH=CH-CH=NR

BASES DE SCHIFF CONJUGADAS

B. RNH\ RNH\-/CHO
CHO
ENAMINALES
C.
H CH3 H CHoCH(OCH3)2
OHC CHO OHC CHO
11 | |
N N
R R

DIHIDROPIRIDINAS

Figura 1
Productos aislados en la reaccién entre malondialdehido y aminas.
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Desde el descubrimiento de esta fluorescencia indu-
cida por el MDA, se ha producido un considerable interés
en este campo, especialmente por parte del grupo de
Tappel en Davis (49), quiénes frecuentemente han corre-
lacionado la fluorescencia inducida por el MDA con una
fluorescencia similar en pigmentos que se acumulan con
el envejecimiento (habitualmente conocidos como lipofus-
cinas). De acuerdo con Tappel, estos pigmentos de tipo
lipofuscina podrian acumularse en un organismo con la
edad debido a la peroxidacién lipidica in vivo, y la fluores-
cencia observada seria debida a bases de Schiff.

Aunque Malshet y Tappel (50) han propuesto que el
croméforo fluorescente era producido exclusivamente por
el MDA y no por otros compuestos carbonilicos derivados
de los hidroperéxidos lipidicos, hoy en dia hay datos que
ponen en duda tal afirmacién.

El grupo de Kikugawa en Tokyo ha estudiado la reac-
cién de malondialdehido con aminas primarias y aminoa-
cidos bajo condiciones fisiolégicas y ha obtenido otros
tipos de compuestos altamente fluorescentes, que se re-
cogen en la Figura 1 (51-55). El espectro de fluorescencia
de las dihidropiridinas, que también se obtienen en la
reaccién entre MDA y proteinas en presencia y/o ausencia
de aminas primarias, presenta un maximo de excitacion
aproximadamente a 400 nm y un maximo de emisién
aproximadamente a 470 nm. Estas caracteristicas son
analogas a las de la estructura de Tappel que ellos dudan
que sea fluorescente porque al preparar bases de Schiff
conjugadas, analogas a las de Tappel pero con aminas
arométicas, encontraron que éstas no eran fluorescentes
(56).

« Cualquiera que sea la estructura, cuando una muestra
de polilisina se trata con 13-hidroperdxido del acido lino-
leico o con aldehidos mono o bifuncionales se obtienen
estructuras fluorescentes cuyas caracteristicas difieren de
las obtenidas con MDA (57). Esta diferencia es tanto en
los maximos de fluorescencia como en la intensidad o el
decrecimiento que experimenta la misma con el trata-
miento con borohidruro sédico. La fluorescencia que pre-
senta la reaccion del hidroperéxido del acido linoleico,
cuya descomposicién no produce MDA, es anéloga a la
de los aldehidos alifaticos monofuncionales de cadena
corta y no a la reaccién con MDA. Esto sugiere la forma-
cién de diversas estructuras fluorescentes que es depen-
diente del tipo de productos secundarios que produzca la
degradacién del lipido oxidado y, de alguna manera, indi-
ca que los aldehidos alifaticos monofuncionales pueden
jugar un papel analogo al MDA.

Estos aldehidos simples, que son conocidos desde
antiguo como formadores de bases de Schiff con los
grupos aminos libres de las proteinas, no habian sido
considerados, sin embargo, capaces de inducir fluores-
cencia y polimerizacién en las proteinas. Nuestro grupo
ha encontrado que sf lo son (véase, por ejemplo ref. 30 y
41) y quizés por un mecanismo analogo al de la Figura 2.
Una prueba que apoya este mecanismo es que en el
caso de que tras la reaccion con el primer grupo amino,
la segunda reaccidn sea intramolecular sobre el mismo,
entonces el proceso evolucionaria a una estructura ciclica
del tipo que se recoge en la Figura 3. Estas sales de
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piridinio han sido recogidas en la literatura y estan entre
los principales productos de la reaccién entre aminas y
aldehidos alifaticos (58) (59). Nuestro grupo (30) ha en-
contrado que, en la reaccion entre la B-lactoglobulina y el
13-LOOH, fluorescencia y polimerizacién estaban relacio-
nados. Si esto es asi habria que estudiar si alguna de las
estructuras hipotéticas que se proponen en la Figura 2
es fluorescente. La sal de piridinio de la Figura 3 no lo
es, pero la pérdida de fluorescencia podria ser debida a
la carga positiva que soporta el nitrégeno heterociclico.

Aunque la formacién de estructuras fluorescentes ha
recibido una gran atencién en la literatura, indudablemente
por la facilidad que existe para detectarla y porque puede
servir como un buen indicador que muestre el deterioro
de las proteinas, la verdad es que la importancia real que
la formacién de estas estructuras tiene sobre el valor
nutritivo o el deterioro de las proteinas es muy inferior a
lo que pudiera pensarse. Cuando el grupo de Kikugawa
estudié la reaccioén entre la polilisina y el MDA (57) en-
contré que tras 22h de reaccién la formacién del fluoréfo-

Cond. H R R CH, CHO N "
2 R-CH_~CHO C-C=CH-CH_~-R _— C=CH-CH-CH-CHO
2 1do1li // 2 i 7 :
aldolica 0 Michael 0 R CHZR
Michael PNH2 PNH

?
P-NH-CH-CH-CHO
|
CH2R

RCHZCHO

R
1
P-NH-CH-CH=-CH=C~CHO
|
CH_R R

2

X
NH2

R

|
P-NH-CH-CH=C~-CH=N~P'

|
CH,R R

Figura 2

i
P-~N=CH-CH-CH-CH-CHO
|
R CHZR

'
P NH2

R
|
P=-N=CH-CH-CH=CH=N-~P'

R CH2R

Mecanismo propuesto para la polimerizacién de proteinas con aldehidos monofuncionales.

ro implicaba menos del 0,2% de los grupos amino de la
proteina mientras que en el mismo tiempo un 22% de los
mismos grupos habian sido modificados por formacién
de estructuras no fluorescentes. Esto nos lleva a conside-
rar la importancia que la formacién de estas estructuras
no fluorescentes pudieran tener.

Las reacciones de oscurecimiento no enzimatico han
sido reconocidas durante mucho tiempo como una con-
secuencia de la peroxidacién de lipidos en presencia de
proteinas. Esto, por ejemplo, es lo que ocurre en el pes-
cado a causa de la presencia de lipidos altamente insatu-
rados. De acuerdo al grupo de Pokorny, este oscureci-
miento es afectado por parametros tales como los grupos
aminos libres (60), el grado de peroxidacion (61) (62), y
la insaturacion lipidica (63). Desde que ya en el afio
1949 se descubrié (64) que el acetaldehido causaba el
oscurecimiento de las proteinas se ha reconocido que
las bases de Schiff conducen a estos pigmentos oscuros.
Este oscurecimiento, que ocurre mas rapidamente con
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aldehidos a, B-insaturados que con los aldehidos satura-
dos (65), se interpreta como policondensaciones aldéli-
cas de aldehidos con bases de Schiff (66-69). Las suce-
sivas condensaciones alddlicas extienden el croméforo
conjugado y eventualmente el grupo amino se puede in-
cluso escindir del polimero. Por estas razones el conteni-
do de nitrégeno en estos pigmentos puede variar dentro
de un rango de valores bastante amplio aunque en gene-
ral suele ser pequeiio (60) (69).

Frecuentemente en este tipo de reacciones de oscu-
recimiento se produce simultaneamente la liberacion de
aldehidos (5). Estos productos de la oxidacion lipidica,
son usualmente volatiles y emanan olores potentes. No
obstante, en las reacciones de oscurecimiento se ha ob-
servado que los mismos producen olores a goma (70) y a
aromas de pescados (71) que no son los caracteristicos
de los olores aldehidicos. De una mezcla de heptanal y
el éster etilico de la tirosina, Montgomery y Day aislaron
2-alquenales (66). Ellos sugirieron que la formacién del
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Mecanismo propuesto para la formacién de sales de piridinio entre aldehidos monofuncionales y compuestos aminados.

2-alquenal es consistente con la regeneracién del ami-
noacido a partir del producto de condensacién aldélica.
Este hecho ha sido encontrado también por otros autores
(69) aunque parecer ser que tales reacciones pueden
ocurrir también en ausencia del aminoacido.

Los aldehidos no reaccionan exclusivamente con los
grupos amino de las proteinas aunque estas reacciones
han sido, con mucho, las mas estudiadas. De acuerdo
con Esterbauer (72) las reacciones con tirosina, triptéfano
e histidina transcurren con participacién del grupo amino
de los aminoécidos por lo que en una proteina no parece
que vayan a tener mucha importancia. Sin embargo, la
reaccién con la cisteina que, cuando se lleva a cabo con
un aldehido saturado transcurre de manera analoga a la
de los otros aminoacidos, cuando se lleva a cabo con un
aldehido o, B -insaturado o con un 4-hidroxi-2-alquenal
produce la adicién del aminoacido al aldehido en un primer
paso para terminar en la tiazolidina habitual (73). Esta
reaccion si pudiera tener algun efecto en las proteinas
alimenticias aunque en la mayoria de los casos el grupo
sulfhidrilo va a ser degradado por los lipidos peroxidantes
antes de que pudieran reaccionar con los aldehidos pro-
.ducidos en la degradacion lipidica.

Los volatiles en general, y los aldehidos en particular,
son los compuestos que han acaparado casi todo el es-
fuerzo que se ha realizado en el esclarecimiento de este
tipo de interacciones. No obstante, ellos sélo representan
el 10-15% de los productos de oxidacién lipidica, lo que
quiere decir que puede haber una enorme variedad de
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reacciones de las que apenas podemos intuir como tie-
nen lugar y qué efectos pueden producir.

Cuando el grupo de Gardner llevé a cabo el estudio
de la reaccién entre el hidroperéxido del acido linoleico y
la cisteina encontraron una tiazolidina que debia provenir
del &cido 4-oxo-nonanoico producido por una escisién de
la cadena del acido graso (32). Esto puede ser una prue-
ba de cémo los hidroxi, ceto y epoxiderivados de la oxi-
dacion lipidica pueden jugar un papel en la degradacién
de las proteinas.

Hay pocos ejemplos mas.

El grupo de Pokorny estudié la reaccién del acido
10-0x0-9-hidroxiestearico y 9-oxo-10-hidroxiestearico con
albimina (74) y obtuvieron una reaccién de oscureci-
miento. Ellos encontraron posteriormente (67) que el &ci-
do oxohidroxiestearico podia enlazar dos grupos amino
pero la estructura especifica no fue determinada.

La reacciéon del acido 12-cetooleico con aminas y
aminodcidos sin grupo tiol produjo sustancias fluorescen-
tes con maximo de excitacién a 345 nm y maximo de
emisién a 400 nm (75), cuyas estructuras han sido deter-
minadas (76). Los autores atribuyeron la fluorescencia al
sistema de enaminona del producto. Este sistema ha sido
estudiado por nosotros y no presenta fluorescencia (Za-
mora et al., resultados sin publicar).

El hecho de que el desarrollo de la fluorescencia se
inhiba en presencia de aminoacidos azufrados puede ser
debido a que el grupo sulfhidrilo compite con el grupo
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amino impidiendo la reaccién. Este hecho ha sido obser-
vado por nuestro grupo (77) cuando estudiamos la reac-
cién entre el 12-cetooleico y el glutatién. En este caso la
fluorescencia de la reaccién fue muy pequena, muy distinto
a cuando la reaccién se llevé a cabo con el acido
13-ceto-9,11-octadecadienoico donde obtuvimos una im-
portante fluorescencia. Nosotros atribuimos este hecho a
la existencia de una conjugacién entre el grupo carbonili-
co y los dobles enlaces. La estructura del compuesto
fluorescente no ha podido ser determinada adn pero hay
datos que permiten afirmar que la cadena del cetoacido
no sufrié fraccionamiento (77).

Otros importantes productos de la oxidacién lipidica
son los epdxidos lipidicos. Ya en 1966 el grupo de Pokorny
observé el enlace del acido 9, 10-epoxiesteérico a albu-
mina (78). La estructura no fue determinada pero se pue-
de suponer que debe estar relacionada con una sustitu-
cién nucleofilica que implica la apertura del anillo de epoxi.

Finalmente, el acido 9-oxo-trans-12,13-epoxi-
trans-10-octadecenoico, que es un producto importante
de la degradacién homolitica del hidroperéxido del acido
linoleico (79) y que se acumula en los homogenizados de
soja durante la peroxidacion del acido linoleico (80), se
ha visto que reacciona con la glicina produciendo diferen-
tes compuestos que todavia no han sido caracterizados

(5).
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