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RESUMEN

Los compuestos fendlicos, también llamados polifenoles, son un tipo de metabolitos secun-
darios encontrados en la mayoria de las plantas. Muchos estudios han indicado que estos
compuestos exhiben actividades bioldgicas tales como propiedades antioxidantes, antimi-
crobianasy/o anticancerigenas. Sin embargo, los polifenoles presentan limitada solubilidad y
estabilidad frente a parametros como lo son pH, temperatura, presencia de oxigeno, metales,
entre otros. Debido a ello, la modificacion estructural enzimatica de dichos compuestos po-
dria ser una alternativa para afrontar este problema. El propésito de esta revision es exponer
estudios encontrados sobre modificaciones enzimaticas de polifenoles, particularmente por
glicosilacion y acilacion, que permiten la obtencion de derivados fendlicos potenciales para
ser aplicados en procesos de interés alimentario.
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ABSTRACT

Phenolic compounds, also called polyphenols, are a type of secondary metabolites found in most
plants. Many studies have suggested that these compounds exhibit biological activities such as
antioxidant, antimicrobial or anticancer properties. However, they have limited solubility and
stability against some parameters such as pH, temperature, presence of oxygen, metals, among
others. As a result, the enzyme structural modification of such compounds could be an alterna-
tive to address this problem. The purpose of this review is to present studies found on enzymatic
modifications, obtained by glycosylation and acylation, which produce phenolic compounds for
potential application in food processes.
Keywords: polyphenols, enzymatic modification, glycosylation, acylation.
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Introduccion

Los compuestos fendlicos, también llamados polifenoles, son
un tipo de metabolitos secundarios distribuidos ampliamen-
te en el reino vegetal; poseen un anillo aromatico el cual esta
unido a uno o mas grupos hidroxilo y se caracterizan por pre-
sentar propiedades bioldgicas, farmacoldgicas y medicinales.
El grupo mas importante de los compuestos fendlicos son los
flavonoides. Los flavonoides incluyen antocianinas, flavanoles
(catequinas), flavonoles, flavonas e isoflavonas. Los flavonoi-
des han sido utilizados en preparaciones alimentarias, cosmé-
ticas y farmacéuticas, lo cual les ha conferido un marcado in-
terés que havenido en aumento durante los tltimos afios. Sin
embargo, el uso de estos compuestos fendlicos en varios do-
minios, se havisto limitado por su baja estabilidad presentada
frente a diversos parametros de pH, temperatura, presencia de
oxigeno, metalesy solubilidad, entre otros. Para optimizar las
propiedades presentadas por los flavonoides, distintos auto-
res han estudiado su modificacion estructural por reacciones
quimicas o enzimaticas, siendo dos reacciones las de particu-
lar atencion: glicosilacion y acilacion. Diferentes estudios han
demostrado que la glicosilacion puede repercutir de manera
positiva en la estabilidad de las agliconas de los flavonoides
y laacilacién enzimatica puede potenciar la estabilidad y ac-
tividad antioxidante de los mismos. Aunque las antocianinas
de muchos productos ya han sido caracterizadas y estudiadas,
se han realizado pocos estudios sobre su modificacion para
buscar mayor estabilidad y nuevas propiedades colorantes y
antioxidantes.

En este articulo se presentan estudios realizados reciente-
mente sobre las modificaciones estructurales llevadas a cabo
por enzimas especificas, particularmente en los procesos de
glicosilacion y acilacion, sobre los compuestos fendlicos, con
el fin de potenciar la capacidad antioxidante de los mismosy
examinar sus posibles aplicaciones como aditivos en alimen-
tos funcionales.

Revision bibliografica

1. Aspectos generales de los compuestos fenélicos
En a naturaleza existe una amplia variedad de compuestos
que presentan una estructura molecular caracterizada por la
presencia de uno o varios anillos fenélicos. Estos compuestos
se denominan polifenoles. Se originan principalmente en las
plantas, que lossintetizan en gran cantidad, como producto de
su metabolismo secundario. Algunos son indispensables para
las funciones fisiologicas vegetales, otros participan en fun-
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ciones de defensaante situaciones de estrésy estimulos diver-
sos (hidrico, luminoso, etc). Por lo general, se nombran como
derivados del miembro mas sencillo de la familia, el fenol. Su
estructura quimica es mas o menos compleja y pueden variar
de moléculas simples a muy complicadas, con un bajo peso
moleculara un mayor peso molecular. Debido a la gran diversi-
dad en su estructura, presentan diferentes propiedades, como
solubilidad y polaridad, que les permiten tener diferentes in-
teracciones con otras moléculas alrededor de ellas (Jakobek,
Garciay Tomas, 2013).

1.1 Clasificacion
Los compuestos fendlicos constituyen un enorme grupo de
sustancias, en sumayoria de origen vegetal, ampliamente dis-
tribuidas en la naturaleza. Se han clasificado en distintos gru-
pos seguin el numero de atomos de carbono y la estructura de
su esqueleto base (Mufoz, Fernandez, Ramos Alvarado-Ortiz,
2007). De acuerdo a su complejidad quimica, se han encon-
trado los siguientes grupos: fenoles simples, acidos fendlicos,
acetofenonas, cumarinas, benzofenonas y estilbenos, xanto-
nasy flavonoides. Estos ultimos constituyen el grupo de mayor
relevancia y abundancia en la naturaleza (Sanchez-Paniagua,
2008) y fueron descubiertos por el premio Nobel en Bioquimi-
ca Dr.Albert Szent-Gyorgi, quien lesdenominé como “vitamina
P”. Los polifenoles se clasifican en varias categorias dentro de
las que se incluyen antocianidinas, flavonoles, flavanoles (ca-
tequinasy proantocianidinas), flavanones, flavonas e isoflavo-
nas (Crozier, Jaganath y Clifford, 2009), en la Fig. 1. se presenta
la clasificacion de los compuestos fendlicos en bayas de fruta.
La estructura basica de los polifenoles consiste en dos gru-
pos fenilo ligados al puente de tres carbonos comunmente ci-
clados con el oxigeno. Varias moléculas de azticar pueden unirse
a la estructura del flavonoide por los grupos hidroxilo, lo cual
genera que la estructura de estas moléculas sea mas compleja
(Jakobek et al,, 2013). Los polifenoles comprenden varias clases
de sustancias naturales, entre las cuales estan muchas de las
que les confieren colores amarillo, naranja, rojo, violetay azul a
muchas flores, hojasy frutos, especialmente (Martinez, 2005).
Como resultado de la gran variedad de compuestos fenéli-
cos presentes en la naturaleza, las propiedades y aplicaciones
de los fenoles varian, existiendo algunos con efectos téxicos
sobre los organismos vivos y otros con efectos favorables para
lasalud.

1.2 Biosintesis
Los polifenoles, como se mencion¢ anteriormente y como su
nombre loindica, contienen al menos un grupo fenoly un ani-
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Fig. 1. Clasificacion de los compuestos fendlicos en bayas de frutas (Adaptado de Paredes, Cervantes, Vignay Hernandez, 2010)
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llo aromatico unido a un grupo funcional. Se diferencian de
otros compuestos, que también poseen esta estructura feno-
lica (monoterpenos), en su origen biosintético. La biosintesis
delos polifenoles como producto del metabolismo secundario
delasplantas, tiene lugara través de dosimportantes rutas pri-
marias: larutadel acido shiquimicoy larutade los poliacetatos
(Bravo, 1998). La ruta del acido shiquimico proporciona la sin-
tesis de losaminoacidos aromaticos (fenilalanina o tirosina), y
lasintesis de losacidos cinamicosy sus derivados (fenoles sen-
cillos, acidos fendlicos, cumarinas, lignanosy derivados del fe-
nilpropano). Laruta delos poliacetatos proporcionalasquino-
nasy las xantonas. La ruta del acido shiquimico (dependiente
de laluz) seiniciaen los plastos por condensacion de dos pro-
ductos tipicamente fotosintéticos, la eritrosa-4-fostato, proce-
dente de la via de las pentosas fosfato, y el fosfoenolpiruvato,
originario de la glucélisis. Tras diversas modificaciones, se ob-
tiene el acido shiquimico, del que derivan directamente algu-
nos fenoles (Quifiones, Miguel y Aleixandre, 2012). En la Fig. 2
seobservalarutabiosintética delos flavonoides en las plantas.

Eritrosa-4-fosfato

2. Compuestos fendlicos en alimentos

Numerosos estudios han confirmado las propiedades biologi-
cas de los polifenoles, teniendo potencial interés sus propie-
dades antioxidantes (relacionada con su capacidad para que-
lar metales y captar radicales libres) (Perez-Vizcaino, Duarte,
Jimenez, Santos-Buelga y Osuna, 2009, Xiao, Kai, Yamamoto y
Chen, 2013). Consiguiendo un beneficio desde un punto de
vista nutricional la obtencidn y preparacién de alimentos con
un alto contenido en compuestos fenélicos, reduciendo asi
la utilizacion de aditivos antioxidantes. Los flavonoides con
mayor poder antioxidante o actividad neutralizadora de radi-
cales libres son: catequina, quercetina, miricetina, kaempfe-
rol, isoxanthohumol, genisteina, naringeninay el glucésido de
cianidina C,G presente especialmente en el vino tinto (Ochoa
y Ayala, 2004).

Fabianni et al, (2013) encontraron en los extractos de aran-
dano (el cual presenta un alto contenido de polifenoles), un
aumento en la actividad antirradicalaria (medida como por-
centaje de decoloracion de DPPH) del 62.86%%0 al 64.520/0 usan-
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Fig. 2. Ruta biosintética de los polifenoles (Quifiones, Miguel y Aleixandre, 2012).



L.R. Castro-Lopez, A.E. Ortega-Regules y J.D. Lozada-Ramirez
Temas Selectos de Ingenieria de Alimentos 9 (2015): 5-14

Tabla I. Estudios de intervencion en humanos con compuestos polifendlicos de alimentos.

Compuesto

Modo de administracion e Dosis por dia Efectos en salud Referencias
polifendlico)
. Disminucion de
Cebolla Quercetina 112 mg . ) Kudolo, 2001
la presion arterial
. . . Disminucion de
Extracto de Ginkgo Biloba Quercetina 120-320 mg . . Kudolo, 2001
radicales libres
o Disminucion de Taubert, Berkels, Roesen y Klaus,
Chocolate Procianidinas 320mg o
oxidacion de LDL 2003
N o ‘ Disminucion de Nigdikar, Williams, Griffin y
Vino tinto Procianidinas 250-500 ml vino

peroxidos en plasma Howard, 1998

LDL: Lipoproteina de baja densidad. Adaptado de Arranz (2010).

do quercetina como referencia. Otro estudio demostrd que
estos polifenoles (antocianinas, quercetina, procianidinas) lo-
graron aumentar la capacidad antioxidante del organismo en
adultos mayores sanos (50-70 afios) (McKay, Oliver, Zampariello
y Blumberg, 2015) dando un resultado del 44.6 pmol Trolox/g
peso seco por el método ORAC (capacidad de absorbancia del
radical oxigeno) (Paredes, Cervantes, Vignay Hernandez, 2010).
También se ha reportado que los acidos fendlicos solubles (for-
mas glicosiladas libres, esterificadas y solubles) contribuyen
en la actividad antioxidante de cereales alimentarios, como
se observé en un estudio de granos de maiz y trigo, los cuales
presentaron una actividad antioxidante de 181.42 * 0.86 y 70
*+1.38 umol de vitamina C equiv/g de grano respectivamente
(Pihlava et al., 2015).

Por otro lado, el jugo de uva también ha mostrado bene-
ficios potenciales asociados a su composicion polifendlica.
Se ha demostrado que adultos mayores con deterioro cog-
nitivo leve después de 12 semanas de consumir jugo de uva
(6-9 mL/kg/dia) mostraron un mayor aprendizaje y una ten-
dencia hacia una mayor recuperacion de memoria de acuer-
do al test California verbal learning (cvLT), en relacion con los
adultos que recibieron un placebo, atribuyendo este resultado
al alto contenido de polifenoles (flavonoides) en el jugo de
uva (Marshall, Shukitt-Hale, y Shukitt-Hale, 2012). En la Tabla
| se muestran estudios de intervencion en humanos con sus
efectos de salud que conlleva el consumo de alimentos ricos
en polifenoles.

La mayoria de los polifenoles estan presentes en los ali-
mentos como ésteres, glucosidos o polimeros, formas que no
se pueden absorber. Lasolubilidad y destino metabdlico de los
polifenoles, debido a biotransformaciones enddgenas y exd-

genas, y lainteraccion con otros componentes de la dieta, de-
terminan la biodisponibilidad (proporcion de nutrientes que
se digieren, se absorben y se metabolizan a través de las rutas
metabolicas habituales de asimilacion) de estas sustancias
(Birt, Hendrich y Wang, 2001; Srinivasan, 2001). Esta biodispo-
nibilidad, en el caso de los flavonoides, puede ser muy diferen-
te dependiendo del tipo de compuesto y de su estructura con-
creta, es por eso que su bioaccesibilidad (fraccion maxima que
puede liberarse de la matriz del alimento en el tracto gastroin-
testinal) y biodisponibilidad son sujetos de diversos estudios y
revisiones (Adam et al., 2002; Duarte y Farah, 2011; Serra et al,,
2010), donde el objetivo principal es el determinar cudles son
los polifenoles que mejor se absorben, valorar los polifenoles
que dan lugara metabolitos activos, y caracterizar la actividad
bioldgica de estos metabolitos (Quifiones et al., 2012).

3. Modificaciones enzimadticas

Durante los ultimos afios se han implementado muchos es-
fuerzos en la busqueda de nuevos compuestos fendlicos o en
lamodificacion estructural de los previamente conocidos para
incrementar su estabilidad a través de biomimética.

Se ha comprobado que los compuestos fendlicos pueden
sufrir modificaciones enzimaticas en su estructura, confirién-
doles una mayor estabilidad asi como propiedades mejoradas
en cuestion de su capacidad antioxidante y propiedades colo-
rantes. Los polifenoles, particularmente las antocianinas, pue-
den ser modificadas a través de glicosilaciones, acilaciones y
metilaciones usando enzimas selectivas (Yan et al, 2013; Yo-
nekura-Sakakibara, Nakayama, Yamazaki y Saito, 2012). Se ha
demostrado laobtencién deantocianinas mas estables, por me-
dio de la copigmentacion con isoquercetina (Yan et al,, 2013).
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Este tipo de modificaciones sobresaltan el color de las flores
y de los frutos de las plantas, resultando de gran importancia,
estudiar la probabilidad de modificar estructuralmente di-
chos compuestos con fines de obtenery conseguir propieda-
des mejoradas.

3.1 Glicosilaciones y enzimas implicadas

Muchos de los metabolitos secundarios, que tienen una gran
tradicion en aplicaciones etnofarmacoldgicas ancestralesy pre-
cursoras de la medicina moderna, se presentan naturalmente
en suforma glicosilada, por ejemplo la presencia de la glicona
representa grandes ventajas desde el punto de vista farmaco-
l6gico. Un método alternativo para la sintesis de glucosidos es
la via enzimatica, en la cual se aprovecha la alta especificidad
de las enzimas, permitiendo realizar la sintesis en un nimero
reducido de etapas de procesoy lo que es mejor, evitando sub-
productos no deseados.

La mayoria de los estudios sobre las consecuencias fun-
cionales de la glicosilacion de polifenoles se centran en cémo
se afecta su capacidad antioxidante e inhibicion de enzimas
digestivas, por lo tanto es muy dificil obtener observaciones
generales o de aplicacion universal sobre el impacto de la gli-
cosilacion en la bioactividad de estos compuestos y la capa-
cidad de afectar la salud humana. Sin embargo, podemos en-
contrar algunos ejemplos de glicosilaciones enzimaticas en
algunos alimentos como lo es en jugos, uno de estos ejemplos
es el llevado a cabo por Morais et al, en el 2013, donde consi-
guieron potenciarlaactividad antioxidante en jugos de naran-
jay lima por glicosilacion enzimatica empleando las enzimas
a-L-rhamnosidasa y 1a 3-D-glucosidasa, solas o en combina-
cion, obteniendo derivados con un incremento de actividad
antioxidante del 72.79% al 86.50%. También se ha demostrado
la eficiencia del kaempferol (flavonol encontrado en el té ver-
de) como limpiador de los radicales 1,1-difenil-2- picrilhidrazil

TablaIl. Glicosiltransferasas identificadas entre el 2006 y 2013

(DPPH) y un mejor inhibidor de la xantina oxidasa (Park, Rho,
Kim y Chang, 2006). Otro ejemplo de glicosilacion enzimati-
ca de compuestos fendlicos, es el encontrado en la naringina
(flavanona glicosilada) donde se observd que genera una ac-
tividad antiinflamatoria con la disminucion de un 5090 en los
niveles de la peroxidacion lipidica (Amaro et al., 2009).
Existen varias enzimasimplicadas en la glicosilacion, parti-
cularmente encontramos aquéllas que catalizan las reacciones
de sustitucion, y son activas con multiples clases de flavonoi-
des (Tooru, 2005). Un ejemplo de lo anterior es la glucosil-
transferasa UGT78G, identificada como unaisoflavona gluco-
siltransferasa que presenta una afinidad cinética bajasobre las
antocianidinas (Dixon y Pasinetti, 2010). Las enzimas flavonol
glicosil transferasa, antociani(di)n glicosil transferasa y flavo-
noide glicosil transferasa pueden ser usadas para la modifica-
cion estructural “in vitro” de antocianinas con fines de mejo-
rar su capacidad colorante y/o antioxidante (Lillo, Leay Ruoff,
2008). En laTabla Il se nombran las glicosiltransferasas identi-
ficadas durante los ltimos afios, permitiendo la obtencion a
gran escala de dichas enzimas en la industria alimentaria.

3.2 Acilaciones y enzimas implicadas

Los compuestos fendlicos pueden proporcionar numerosas
oportunidades paralainnovacion deingredientesy/o aditivos
alimentarios. Sin embargo, dependiendo de su estructura, su uso
esta limitado, sobre todo en laindustria alimenticia por su so-
lubilidad débil en matrices lipidicas. Algunos cientificos han
investigado laacilacion quimicay enzimatica con el fin de me-
jorar las propiedades de los polifenoles. En comparacion con
los métodos quimicos, el enfoque enzimatico es masadecuado
para estas modificaciones porque las enzimas son regioselecti-
vasy el proceso puede Ilevarse a cabo a temperaturasy presio-
nes moderadas, por lo tanto, el proceso de acilacion enzimati-
caesun método prometedor.

Substrato (s)

Substrato

Especie Enzima Producto Referencias
P Aceptor donador
. Betanidina L. Das, Gauri, Misra,
Amaranthus tricolor BGT UDP-Glc 0-glucésido .
Kaempferol Biswasy Dey (2013)
Arabidopsis thaliana AtUGT78D3 Quercetina UDP-Ara O-arabinosida Kim et. al. (2010)
- Antocianidinas L Kovinich Saleem,
Glicina max (L.) Merr UGT78K1 UDP-Glc 0-glucosido .
Flavonoles Arnason y Miki (2011)
e " Ono, Ruike, lwashita,
Vitis vinifera Vv GT6 Flavonoles UDP-Glc 0-glucdsido

Nomoto y Fukui (2010)
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La acilacion corresponde al proceso quimico de adicionar
grupos acilo a un compuesto con el fin de producir o generar
compuestos mas estables utilizando biosintesis quimica y/o
enzimas especificas. Este proceso es particularmente impor-
tante en la estabilizacion de antocianinas, generandose com-
puestos mas azulados. Varios tipos de enzimas han sido proba-
das para la acilacion de flavonoides, como las proteasas, acil
transferasas y lipasas, no obstante, el aumento en el nimero
de enzimas disponibles comercialmente permite una amplia
gama de biocatalizadores para ser utilizados (Chebil, Humeau,
Falcimaigne, Engasser y Ghoul, 2006). La enzima isoflavona-
7-0-beta-glucosido 6”-0-maloniltransferasa (EC 2.3.1.115) es
una aciltransferasa que se encarga de transferir grupos acilo y
participa en la biosintesis de flavonoides. La enzima comercial
registrada lipase B (Novozym 435@®) permite la acilacion de
glucosidos de flavonoles (naringina) de los frutos manzanay
arandanos, en sus correspondientes acidos fenélicos (Steven-
son, Wibisono, Jensen, Stanley y Cooney, 2006).

4. Aplicaciones de compuestos fendlicos
modificados en alimentos

Para la industria de los alimentos, los compuestos fendlicos
tienen un nicho de aplicacion cada vez con mayor impac-
to debido a sus multiples caracteristicas benéficas frente a
distintos parametros. Es asi como la modificacion enzimati-
ca en estos compuestos le confiere una mayor versatilidad y,
sobre todo, un alto potencial para ser usados como colorantes
naturalesy aditivos funcionales favoreciendo la capacidad an-
tioxidante.

Evaluando la concentracién de antocianinas de productos
alimenticios, en un inicio ricos en antocianinas, es probable
establecer analiticamente por métodos cromatograficos un
indice de calidad, el cual es util para determinar un analisis
rutinario de lavida de anaquel del productoy de sus propieda-
des benéficas (Bononiy Tateo, 2007). De esta misma manera se
puede estimar el incremento en lavida de anaquel de produc-
tos adicionados con antocianinas modificadas, mas establesy
con las mismas o mejores propiedades antioxidantes y colo-
rantes (Zhang et al,, 2013).

Apesar de los grandes beneficios que conlleva el consumo
de compuestos fendlicos en una dieta diaria, y su aplicacion
en la industria alimentaria, son pocos los estudios realizados
sobre la modificacion enzimatica de dichos compuestos y su
aplicacion en alimentos. Sin embargo, en la bibliografia pode-
mos encontrar algunos ejemplos: el primer glucésido flavonol
soluble y considerado seguro (GRAS) por la FDA en el 2003, es

la isoquercetina enzimaticamente modificada (EmMIQ) obte-
nida por transglicosilacion con la enzima ciclodextrina glu-
canotransferasa (CGTase) (Akiyama, Washino, Yamada, Koda,
y Maitani, 2000). También se ha reportado el potencial de la
alfa-L-rhamnosidasa en la produccion de bebidas funcionales
por la reaccion de glicosilacion en sus glucésidos flavonoides
(Morais et al., 2013) donde se observd, de acuerdo a ensayos con
antioxidantes, un incremento significativo en la bioconver-
sion de jugos citricos, pudiendo favorecer en intervenciones
futuras en relacion con los beneficios para la salud de los fla-
vonoides citricos.

Conclusiones y comentarios finales

La estabilizacion de los compuestos fenélicos, principalmente
antocianicos y flavanoides por métodos enzimaticos, permi-
te obtener nuevos compuestos con mdltiples ventajas, ofre-
ciendo mayores posibilidades de aplicacién; para inhibir la
proliferacién celular en cancer, como antioxidantes en pro-
ductos farmacéuticos, cremasy alimentos, para evaluar la ca-
lidad nutrimental de un alimento, entre otros. Es por ello que
se necesitan mas investigaciones para favorecer el uso de los
compuestos fendlicos modificados enzimaticamente, en di-
ferentes campos, teniendo potencial interés su aplicacion en
alimentos funcionales.
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