I. PREFACIO

La definicion consensuada para compuesto bioactivo indica que se trata de sus-
tancias presentes en la naturaleza que han demostrado tener algtn efecto en la salud
humana, que va mas alla de la simple nutricion (Biesalski y cols., 2009). En ocasio-
nes se usa también el término «nutracéutico» como sinénimo. En general, los nu-
trientes esenciales como vitaminas y minerales no estan incluidos en el término
«compuesto bioactivoy (Bernhoft, 2010).

Cada vez existe mas evidencia de que la ingesta de compuestos bioactivos puede
reducir el riesgo de enfermar e incluso ser parte de la cura de diversas afecciones
como cancer, enfermedades cardiovasculares y osteoporosis, asi como retrasar algu-
nos efectos del envejecimiento (Denny y Buttriss, 2007). Actualmente se esta tratan-
do de correlacionar la eficacia de los compuestos bioactivos con su biodisponibili-
dad, la dosis y los polimorfismos genéticos individuales (Biesalski y cols., 2009).

La promesa de una mejor salud y mayor belleza ha aumentado la demanda de
compuestos bioactivos, ya sea en su forma natural, o modificados para poder formu-
larse en diversos alimentos o cosméticos. Se prevé que mercado mundial de nutra-
céuticos alcance US$ 243.000 millones en 20135, siendo el sector de «alimentos fun-
cionales» el de mayor crecimiento (GIA, 2010).

Existe entonces un gran interés en la sintesis y modificacion de compuestos bio-
activos mediante tecnologias compatibles con la industria alimentaria. En este con-
texto, la tecnologia enziméatica presenta diversas ventajas, como el hecho de funcio-
nar en condiciones suaves, evitar productos secundarios (facilitando la purificacion)
y ser ampliamente aceptada en las legislaciones correspondientes como adyuvantes
de procesos. Es asi que los compuestos naturales tratados con enzimas siguen con-
servando la etiqueta o apelacion «de origen naturaly.

En este libro se presentan varios ejemplos de esta biotecnologia enzimatica enca-
minada a la obtencioén de compuestos bioactivos de manera ecoldgica y sostenible, y
con caracteristicas mejoradas para su adecuada formulacion (mayor biodisponibili-
dad, solubilidad, etc.). En dichos casos, cuando los compuestos bioactivos forman
parte de productos formulados se les llama también «ingredientes funcionalesy.

Como parte de la sostenibilidad, se plantea el aprovechamiento de recursos natu-
rales poco explotados en Iberoamérica y especialmente de residuos o procedentes de
la industrializacion de esos cultivos. Un listado de cultivos relevantes en Iberoaméri-
ca y sus contenidos de nutrientes se presenta en el capitulo 1; mientras que los capi-
tulos 2, 3, 7 y 9 plantean opciones de aprovechamiento residuos, usando alguna bio-
transformacion enzimatica.
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En vista de la gran diversidad existente de compuestos bioactivos, una clasifica-
cion quimica (Tabla I.1) es preferida a la clasificacion farmacologica o taxonomica
debido a que una misma especie o un mismo grupo quimico puede tener diferentes
efectos bioldgicos.

En los capitulos 4, 5, 6 y 13 se muestran brillantes ejemplos de obtencion de al-
gunos de esos compuestos bioactivos usando enzimas.

Dado que las enzimas son los biocatalizadores que permiten la obtencion ecolo-
gica de ingredientes funcionales, en los capitulos 8 y 12 se ilustra la produccién de
enzimas por dos diferentes sistemas (expresion heterdloga y fermentacion solida),
mientras que en los capitulos 10 y 11 se muestran estrategias para estabilizar los bio-
catalizadores, requisito indispensable para su aplicacion industrial.

TABLA L.1. CLASIFICACION QUIMICA DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS
(BERNHOFT, 2010; HARTMANN Y MEISEL, 2007)

GRUPOS/subgrupos Efectos biolégicos

GLICOSIDOS Y OLIGOSACARIDOS'

Glicosidos cardiacos (esteroidales) Inhibicion de las bombas de Na*/K*-ATPasa

Glicosidos cianogénicos (aminoacidos) Utilizacion del yodo

Glucusinolatos (aminoacidos con azufre) En el citocromo P450

Saponinas (triterpenoides pentaciclicos o Inmunomoduladores y antineoplasicos

esteroides tetraciclicos)

Glicosidos de antraquinona Induccion de la peristalsis y de la secrecion de
agua y electrolitos en el colon.

Oligosacaridos Prebidtico, inmunomodulador

TERPENOIDES

Terpenoides de bajo peso molecular (Mono-y  Antibacteriales, antivirales, anticancerigenos,

sesqui-terpenoides) estimulacion gastrica

Diterpenoides (4 isoprenos, C20) Antineoplasicos

Resinas (mezclas de terpenoides) Antimicrobianos, cicatrizacion

FENILPROPANOIDES

Acidos hidroxicindmicos y derivados Antioxidantes, antivirales, fungicidas,

anticancerigenos, inmunomoduladores,
antiinflamatorios, dermatologicos, sistema
cardio- y cererebro-vascular

Aldehidos cinamicos y monolignoles Antioxidantes, antimicrobianos,
anticancerigenos, analgésicos suaves

Cumarinas Dermatolégicos, antidepresivos, inhibidores del
apetito

Flavonoides y proantocianidinas (oligdbmeros  Antioxidantes, antiinflamatorios,

de flavonoides) anticancerigenos, estrogénicos

Taninos (polimeros de flavonoides) Astringentes

Lignanos Estrogénicos, antineoplasicos, catarticos

ESTEROIDES Hipocolesterolémicos, anticancerigenos,

antioxidantes, hipoglicemiantes, estimulacion
hormonal




Prefacio 13

GRUPOS/subgrupos Efectos biolégicos

ALCALOIDES

Alcaloides tropano Anticolinérgicos, analgésicos

Alcaloides isoquinolina Analgésicos, anticancerigenos, antibacteriales,
inmunoestimulantes

Alcaloides metilxantina Efectos neurologicos y en los receptores de
adenosina

Pseudoalcaloides Efectos en el sistema nervioso central y en el
transporte de iones

PROTEINAS Y PEPTIDOS Antihipertensivos, sedantes, antimicrobianos,

inmunomoduladores, antitromboticos,
antioxidantes, hipocolesterolémicos

GRASAS Y ACIDOS GRASOS Antiinflamatorios, neuroprotectores

Glicona: sacaridos (mono- u oligo-sacaridos) o acido uronico. Aglicona: Indicada entre paréntesis en los
subgrupos.

Todos los trabajos recopilados en este libro, proceden de los miembros de la red
«ENZNUT» (http://www.enznut.org) del Programa Iberoamericano de Ciencia y
Tecnologia para el Desarrollo (CYTED).

El programa CYTED tiene como uno de sus objetivos fortalecer el desarrollo
tecnoldgico en Iberoamérica mediante la transferencia de conocimientos y técnicas,
el intercambio de cientificos y tecnologos y la promocion de la participacion del sec-
tor empresarial. También es vocacion del programa CYTED servir de puente para la
cooperacion entre la Unidon Europea y América Latina en materia de Ciencia y Tec-
nologia.

Como parte del programa CYTED, la red ENZNUT ha cumplido fielmente estos
objetivos, agrupando a 70 investigadores de 10 paises iberoamericanos y logrando
hacer sinergia entre los miembros de la red para lograr resultados relevantes tanto en
el campo de la Biocatalisis como en el del aprovechamiento de recursos iberoameri-
canos.

Agradecemos en consecuencia al programa CYTED por la financiacion de la red
durante cuatro afios (2008 al 2011) y por supuesto la inestimable colaboracion de los
miembros de la red ENZNUT en la elaboracion de este libro, que esperamos sirva
para contribuir al aprovechamiento sostenible de los recursos de nuestra region ibe-
roamericana e incentivar el uso de la biotecnologia enzimatica en el floreciente cam-
po de los compuestos bioactivos y nutracéuticos.

Francisco José Plou Gasca
Georgina Coral Sandoval Fabian
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1.1. INTRODUCCION

Iberoamérica es una vasta region, rica en especies vegetales, muchas de ellas con
propiedades benéficas para la salud. ;Quién no se ha deleitado con una pizza cubier-
ta de su tipica salsa de jitomate, o quién no ha disfrutado unas tapas, donde una reba-
nada de jitomate aderezada con ajo y aceite de oliva hace un delicioso bocadillo? El
jitomate tiene como cuna a México. Otra especie mundialmente conocida, prove-
niente de México, es el chocolate, el rey de la confiteria, al que, ademas, actualmente
se le atribuyen propiedades antioxidantes y estimulantes del estado de animo. Asi
mismo, la papa, proveniente del Pert y Bolivia, representa un ingrediente indispen-
sable en la cocina internacional, sin ella nadie podria disfrutar unas papas a la fran-
cesa. Por otro lado, el nopal, especie que crece en el desierto y semidesierto de toda
América y en Espafia y al que mucho tiempo se le considerdé como un alimento para
ganado o bien un alimento regional a veces poco valorado, hoy constituye una fuente
de diferentes sustancias con propiedades benéficas para la salud (Stintizing y Carle,
2005), desde las hojas (Galati y cols., 2002; Galati y cols., 2003; Huang y cols.,
2008), los frutos (Castellanos-Santiago y Yahia, 2008) y las flores.

Amplia es la lista de especies vegetales que durante siglos han servido de alimento
e incluso de medicina a los pueblos mesoamericanos. Asi mismo, el conocimiento que
las grandes culturas indigenas (Aztecas, Mayas, Incas, entre otros) poseian de las pro-
piedades nutricionales y nutracéuticas de distintas especies vegetales, les permitieron
ser una potencia en medicina natural. Buena parte de las moléculas activas de varios
medicamentos que hoy en dia se producen en el mundo, fueron desarrolladas teniendo
como base un sinnimero de moléculas naturales que se encuentran presentes en las
diferentes especies vegetales alimenticias y medicinales que crecen en Iberoamérica.

Existe una delgada linea entre el alimento y el medicamento; actualmente, los
avances en diversas disciplinas tales como la nutricion, el analisis instrumental, la
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biologia molecular, entre otras, regresan y confluyen en una vieja idea: «el alimento
es la medicina del cuerpo, somos lo que comemos». De ahi el auge que han adquiri-
do los conceptos nutracéutico y alimento funcional.

El interés por los alimentos funcionales, también llamados farma-alimentos, ali-
mentos disefiados, alicamentos, productos nutracéuticos, productos fitoquimicos,
etc. ha crecido considerablemente entre cientificos y consumidores desde la década
de los 90. En la mayoria de los paises del mundo no existe una definicion legalmente
reconocida o aceptada, excepto por Japon que tiene un sistema regulatorio aprobado
para los llamados FOSHU (Alimentos de uso especifico para la salud). La necesidad
de estos productos fue reconocida en Japon en la década de los 80, cuando estudios
demograficos demostraron un aumento en los costos de los servicios de salud por
una mayor incidencia de enfermedades cronico-degenerativas, asi como por la nece-
sidad de mantener una calidad de vida satisfactoria en personas de edad mas avanza-
da (Mark-Herbert, 2004).

En toda América Latina, la industrializacion, la urbanizacion y la globalizacion
de los mercados han tenido un impacto importante en los habitos de alimentacion de
la poblacion. América Latina e Iberoamérica no son la excepcion y existen simulta-
neamente problemas de deficiencias y de excesos de nutrientes. Este fendémeno ha
sido llamado «Transicion Epidemiologica Nutricional», que trae como consecuencia
obesidad y desnutricion en los diferentes estratos de la poblacion aunados a enferme-
dades propiciadas por dichos trastornos. Los alimentos e ingredientes funcionales
han atraido el interés tanto de la industria de alimentos como de la farmacéutica, las
cuales han apoyado el desarrollo de investigaciones, asi como la bisqueda y la co-
mercializacion de nuevos productos destinados a varios segmentos de la poblacion.
Estos grupos sociales reconocen la importancia de la alimentacién y buscan tener
una buena salud, no por medio de medicamentos, sino por medio de una alimenta-
cion saludable, modificada a las necesidades de la poblacion. Se incluye en estos
grupos a personas con alguna enfermedad diagnosticada, como por ejemplo enfer-
medad cardiovascular o colesterol elevado, o personas que intentan mantener una
buena salud (intestinal, por ejemplo), o personas que buscan simplemente «una me-
jor calidad de vida» (Lajolo, 2002).

Actualmente, muchas sociedades tienen graves problemas de salud y los gobier-
nos gastan cantidades elevadas en medicamentos. Diversas sociedades de consumo,
en diferentes partes del mundo, tienen problemas de obesidad y enfermedades croni-
co degenerativas debidas, en buena parte, a la gran disponibilidad de alimentos pre-
parados, casi listos para ingerirse, los cuales ademas, en ocasiones, estan mal balan-
ceados tanto en macro como en micronutrientes. Este hecho, aunado al sedentarismo
de las sociedades modernas, ha contribuido en gran medida a este tipo de enfermeda-
des. En contraposicion, existen en el mundo grandes poblaciones, principalmente en
los paises en desarrollo, que carecen de la cantidad minima indispensable de nutrien-
tes para sobrevivir.

Estos desequilibrios parecen llevar a la necesidad de generar alimentos sanos,
equilibrados, completos, que aporten macro y micronutrientes que garanticen la sa-
lud a corto y medio plazo. Los avances en la caracterizacion de fuentes vegetales de
alimento han ido revelando la abundancia de moléculas bioactivas que, ingeridas en
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la dieta diaria, coadyuvan para mantener la salud y/o evitar algunas enfermedades,
sobretodo, las enfermedades cronico-degenerativas. Todo lo anterior ha propiciado
un aumento en la demanda mundial de alimentos clasificados como funcionales y de
productos nutracéuticos. A nivel mundial las predicciones para el 2013 se muestran
en las Figuras 1.1y 1.2.
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Figura 1.1. Mercado Mundial de Nutraceuticos (BCC Research).
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Flgura 1.2. Mercado Mundial de los Alimentos Funcionales.
Adaptada de Bech-Larsean y Scholderer, 2007.

A continuacion se describirdn algunas de las especies iberoamericanas involucra-
das frecuentemente en la alimentacion de la poblacion de esta region y de las que,
ademas, diferentes estudios cientificos han revelado un gran potencial nutracéutico,
dada su composicion.
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1.2. MAIZ

1.2.1. Origen y descripcion general

Sinonimias: Maiz, choclo, millo o elote
Familia: Gramineas

Género: Zea

Nombre cientifico: Zea mays

Figura 1.3. Maiz azul.

El género Zea comprende cinco especies que se sabe son originarias de México y
Centroamérica. Entre ellas se encuentra el Zea mays L., que a su vez contiene cuatro
subespecies: Zea mays L. ssp. Huehuetenangensis, distribuida en los Altos de Guate-
mala; Zea mays L. ssp. Mexicana; Zea mays L. ssp. Parviglumis, el teocintle; Zea
mays L. ssp. Mays, a la que pertenece el maiz que se cultiva en México (Figura 1.4).

Las especies actuales de maiz existentes en el mundo son el resultado alrededor
de 9.000 afios de evolucion con la colaboracion de la domesticacion por parte del
hombre. Segin las ultimas evidencias arqueologicas, la domesticacion del maiz data
de 8.700 afos antes de nuestra era, en la region de Iguala en el estado de Guerrero,
concretamente en la localidad de Tlaxmalac.

Aunque existen distintas hipotesis relativas al origen del maiz, una de las mas
actuales esta basada en estudios recientes sobre la composicion genética del maiz
cultivado, que indican que el maiz actual proviene de una especie silvestre conocida
como teocintle (Matsuoka y cols., 2002). Los teocintles son plantas rusticas y silves-
tres que alin se encuentran en varias localidades de México. Al parecer, la especie
de teocintle mas cercana al maiz actual es el Zea mays ssp parviglumis, que perte-
nece a la raza Balsas. Dentro de esta raza las poblaciones que mas participaron en el
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origen del maiz fueron las ubicadas en los estados de Michoacan, México y Guerre-
ro. Con frecuencia, debido a la poca informacion sobre su utilidad agricola y gana-
dera, algunas especies de teocintle son consideradas como malas hierbas o maleza
al grado de que, en determinados casos, algunas de estas especies estan en peligro
de extincion.
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Figura 1.4. Filogenias de maiz y teocintle con sus antecesores ssp. huehuetenangensis basado en
99 microsatélites. La linea de puntos grises circunscribe el linaje monofilético del maiz. Los
asteriscos corresponden a las poblaciones de la ssp. parviglumis base del maiz, todos los cuales
son de la cuenca central del rio Balsas. (a) Genealogia individual basada en 193 maices y 71
teocintles. (b) Arbol basado en 95 grupos ecogeogréficos definidos. Los ntiimeros en las ramas
indican el nimero de veces que un clado aparece después de 1,000 remuestreos de bootstrap. Solo
se muestran los valores de bootstrap mayores a 900. La flecha indica la posicion de los maices
oaxaqueifios del altiplano que es basal para todos los otros maices (Matsuoka y cols., 2002).

Los resultados de las técnicas de biologia molecular (microsatélites), utilizadas
por Matsuoka y cols. (2002), revelan que la distribucion y diversificacion del maiz
se dio a través de dos linajes: por un lado, el linaje que se difundi6 desde las regiones
altas de México (entre Jalisco y Oaxaca) hacia el oeste y norte de México y poste-
riormente hacia el este de Estados Unidos y Canada; el segundo linaje migr6 desde
las regiones altas de México (entre Jalisco y Oaxaca) hacia las regiones bajas del
oeste y sur de México llegando asi a América del Sur y los Andes pasando por Cen-
troamérica y el Caribe (Figura 1.5).

Entre los maices mas antiguos con rasgos propios de una especie cultivada se encuen-
tran los localizados en Tehuacan, Puebla, que datan aproximadamente del afio 3000 A.C.
Algo similar ocurre con la evidencia procedente de Guila Naquitz, Oaxaca, con una anti-
giiedad de alrededor de 3500 A.C., la cual se ha considerado como una de las primeras
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muestras de domesticacion; sin embargo, el analisis morfologico muestra que se trata de
maiz atin en el proceso de domesticacion. No obstante, aiin no existe consenso entre los
autores dedicados a esta investigacion. En concreto, algunos autores discuten el origen
Mexicano de algunas especies de maices andinos. Asi, Barroso sefiala que el maiz mas
antiguo se ha encontrado al Norte de Paraguay, parte del Mattogrosso en Brasil y la re-
gioén de Chiquito en Bolivia, con lo que descarta la creencia de que México fue la cuna
del maiz. La difusion del maiz hacia el resto del mundo se atribuye principalmente a los
espafioles, quienes lo Ilevaron a Europa y posteriormente se difundi6 en Asia y Africa.
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Figura 1.5. Distribucion geografica del maiz y el teocintle. Centro del maiz Andino caracterizado por
su forma de granada de mano con orejas (22 muestras), otros maices de América del Sur (47), maiz de
Guatemala y el sur de México (31), maiz del Caribe (6), maiz del norte de México y de los valles bajos
occidentales (15), maiz mexicano de valles altos (20), maiz del este y centro de los EE.UU. (24), maiz
del suroeste de los EE.UU. (22), maiz del norte de México (6), ssp. parviglumis (34), y ssp. mexicana
(33). El recuadro muestra la distribucion de 34 poblaciones de la ssp. parviglumis en el sur de México
con las poblaciones basales del maiz (representadas por asteriscos). La linea azul es el rio Balsas y sus

principales afluentes (Matsuoka y col., 2002)

En la actualidad, el maiz se cultiva a nivel mundial (Figura 1.6) y es una especie
muy adaptable, lo cual se atribuye a su gran diversidad genética. Es dificil hablar de
una estadistica exacta de todas las variedades existentes en Iberoamérica. A modo de
ejemplo, en Bolivia, seglin los datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacion (FAO), entre los afios 1961-2007 la produccién de
maiz presenta un comportamiento significativamente lineal (Figura 1.7), con un in-
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cremento anual de produccion de alrededor 10.000 toneladas. Del total de maiz pro-
ducido en dicho pais, el 20% corresponde a maiz morado.

PRODUCCION MUNDIAL DE MAiZz, PRINCIPALES PRODUCTORES (TONELADAS)

Filipinas, 5.200.000
Serbia y
Montenegro 6.300.000

Nigeria, 4.779.000

Tailandia, 4.180.000

Egipto, 6.800.000
. Espafia, 3.950.700
Ucrania, 7.100.000

Canada, 8.392.000 ﬂ

Hungria, 9.000.000

Rumania, 9.965.000
Italia, 10.622.000
Sudéafrica, 11.996.000
Indonesia, 12.013.710
Francia, 13.226.000

Argentina, 19.500.000
México, 20.500.000
Brasil, 34.859.600 il TERER0T0

Figura 1.6. Produccion mundial del maiz.

Estados Unidos de
| América, 280.228.400

En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas, el maiz es una planta monoica y
anual que posee una larga raiz fibrosa y un tallo muy erecto y delgado. Sus hojas son
grandes, largas y lanceoladas. Se puede sembrar entre los 500 a 2.400 m de altitud;
los meses propicios de siembra son agosto a octubre. Las variedades mas cultivadas
dependiendo de la altura son:

— Morado Cantefio se cultiva entre 500-2.400 m.
— Morado Caraz, se cultiva encima de los 2.000 m.
— Morado PMV-581 se cultiva entre 500-2.400 m.

1.2.2. Contenido nutricional

El maiz proporciona sobre todo almidén. Su valor energético es de 359 keal por
cada 100 g. Los nutrientes mas valiosos se concentran en el embrion (proteinas),
también destacan las grasas que son de buena calidad y varias vitaminas y minerales,
particularmente el caroteno (vitamina A) y las vitaminas del grupo B (Tabla 1.1).
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Figura 1.7. Comportamiento de la produccion de maiz en Bolivia (Comunicacion personal,
Antezana A. Universidad Mayor de San Simon, Cochababa, Bolivia).

TABLA 1.1. CQMPOSICION DEL MAIZ. LOS VALORES
ESTAN REFERIDOS APESO FRESCO

Nutriente Contenido
Humedad 10,75 %
Proteina 9,33 %
Grasa 3,90 %
Hidratos de carbono 74,72 %
Fibra cruda 2,42 %
Cenizas 1,6 %
Calcio ® 7,0 mg
Fosforo * 164 mg
Hierro ® 8,9 mg
Tiamina * 0,24 mg
Riboflavina * 2,86 mg
Vitamina C *® 3,0 mg

* Valores referidos a 100 g de maiz fresco
® En maiz morado





