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1. Introducción general  

1.1. Estructura de la memoria 

El procedimiento relativo al tribunal, defensa y evaluación de la tesis doctoral en la 

Universidad Autónoma de Madrid, aprobado por en Consejo de Gobierno de 3 de febrero de 

2012, permite presentar la tesis doctoral como un compendio de publicaciones. Para ello se 

requiere un mínimo de 3 artículos publicados o admitidos para su publicación en revistas 

científicas de reconocido prestigio o en libros editados de importancia justificada. La memoria del 

trabajo de Tesis Doctoral debe incluir una introducción general que presente los trabajos 

compendiados, justifique la temática y explique la aportación original del autor, así como un 

resumen global de los resultados obtenidos, de la discusión de éstos y de las conclusiones 

finales. Se ha de incluir una copia completa de los mencionados trabajos. 

La memoria de la presente investigación de Tesis Doctoral responde a los requisitos 

anteriores y está estructurada sobre cinco artículos científicos de los trabajos realizados en torno 

al tema de la obtención de lípidos portadores como sistemas de liberación de ingredientes 

alimentarios bioactivos, que han sido publicados en revistas de difusión internacional: 

 

 

Carlos F. Torres, Daniel Tenllado, Francisco J. Señoráns, Guillermo Reglero.  

A Versatile GC Method for the Analysis of Alkylglycerols and Other Neutral Lipid 

Classes.  

Chromatographia 69 (2009) 729-734. 

 

 

Carlos F. Torres, Tiziana Fornari, Daniel Tenllado, Francisco J. Señoráns, Guillermo 

Reglero.  

A predictive kinetic study of lipase-catalyzed ethanolysis reactions for the optimal 

reutilization of the biocatalyst.  

Biochemical Engineering Journal 42 (2008) 105–110. 
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Tiziana Fornari, Daniel Tenllado, Carlos Torres, Guillermo Reglero. 

Supercritical Phase Equilibria Modeling of Glyceride Mixtures and Carbon Dioxide 

Using the Group Contribution Eo. 

Journal of Thermodynamics (2009) pages: 730960 (9 pp)  DOI: 10.1155/2011/730960. 

 

 

Daniel Tenllado, Guillermo Reglero, Carlos F. Torres.  

A combined procedure of supercritical fluid extraction and molecular distillation for the 

purification of alkylglycerols from shark liver oil.  

Separation and Purification Technology 83 (2011) 74–8. 

 

 

Óscar Fernández, Daniel Tenllado, Diana Martín, Rosa M. Blanco, Francisco J. 

Señoráns, Guillermo Reglero, Carlos F. Torres.  

Immobilized lipases from Candida antarctica for producing tyrosyl oleate in solvent-

free medium.  

Biocatalysis and Biotransformation 30 (2012) 245–254. 
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1.2. Justificación de la temática y objetivos del trabajo 

Los sistemas naturales o artificiales portadores de compuestos bioactivos sirven para 

potenciar la liberación eficaz de tales compuestos, proporcionando una vía de optimizar el grado 

y velocidad de absorción de dichos compuestos por el organismo. El uso de esta estrategia ha 

sido principalmente desarrollado para la liberación de principios activos en el campo 

farmacéutico. 

Los sistemas de administración pueden tener un beneficio considerable mediante la 

protección de los nutrientes esenciales y otros componentes bioactivos de los alimentos durante 

la digestión. Así se puede evitar la pérdida del componente o interacciones adversas con 

sustancias inhibidoras de la absorción.  

Los lípidos son productos idóneos como sistemas de liberación cuando actúan como 

portadores de compuestos de carácter hidrófilo ya que mejoran el transporte de importantes 

moléculas bioactivas a los diferentes tejidos, así como su biodisponibilidad. 

La producción de sistemas lipídicos de liberación de ingredientes alimentarios bioactivos está 

relacionada con la tecnología de lípidos estructurados, es decir lípidos modificados a partir de su 

estado natural por medios químicos y/o enzimáticos. La formación de sistemas lipídicos 

portadores conduce a la “lipofilización” de compuestos bioactivos hidrófilos, mejorando el 

equilibrio hidrófilo/lipófilo de tales moléculas, lo cual facilita su incorporación a matrices 

alimentarias lipídicas y además incrementa su biodisponibilidad. Ello permite, por ejemplo, 

aumentar la cantidad de potentes antioxidantes bioactivos cuyo uso en alimentos está muchas 

veces limitado por falta de solubilidad en las matrices.  

Además de conducir las moléculas bioactivas primarias a un sitio específico de un órgano o 

de un tejido, los lípidos portadores pueden ser por sí mismos compuestos biológicamente activos 

y se pueden dar acciones sinérgicas con actividad adicional.  

El objetivo general del presente trabajo de Tesis Doctoral es contribuir al avance de las 

tecnologías de obtención de lípidos portadores de ingredientes alimentarios bioactivos como 

sistemas de liberación de principios activos para mejorar su incorporación a matrices 

alimentarias, su biodisponibilidad y su actividad biológica. En este sentido, aborda aspectos 

clave como son los siguientes: 
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• Las reacciones con enzimas inmovilizadas. 

• El fraccionamiento de las mezclas de reacción y purificación de los compuestos 

obtenidos. 

• El análisis de los productos generados en las reacciones. 

• La aplicación de las tecnologías estudiadas para comunicar carácter lipófilo a un 

antioxidante hidrófilo. 

Concretamente, el presente trabajo de investigación consiste en los siguientes estudios: 

1. Desarrollo de un método rápido para el análisis simultáneo de múltiples clases de lípidos 

de fuentes diferentes. El objetivo de este trabajo es mejorar y fortalecer la metodología  de 

análisis de muestras lipídicas para disponer de una herramienta analítica eficiente y versátil para 

el seguimiento de las reacciones de transformación de lípidos orientadas a la obtención de 

portadores de compuestos bioactivos. 

2. Modelización cinética experimental de la reacción enzimática de etanólisis de aceites 

vegetales con vistas a la reutilización óptima de la enzima empleada, en este caso la  lipasa 

inmovilizada de Pseudomonas cepacia. La metodología desarrollada se basa en la utilización del 

concepto de pseudo tiempo de reacción que indica cuánto tiempo sería necesario si la enzima no 

hubiese sido parcialmente desactivada. El objetivo ha sido disponer un modelo cinético aplicable 

a reacciones enzimáticas para elucidar expresiones de velocidad de reacción y de la 

desactivación de la enzima, evaluando el potencial de reutilización de la enzima inmovilizada.  

3. Desarrollo de un modelo del comportamiento de los equilibrios de fases en un sistema 

plurifásico a alta presión de glicéridos en dióxido de carbono supercrítico. El objetivo de este 

trabajo fue disponer de un modelo predictivo para optimizar, mediante tecnología de fluidos 

supercríticos, la separación de las mezclas de monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos que se 

producen en la reacciones de alcoholisis enzimática para poder disponer con suficiente pureza 

de la molécula de partida para la síntesis de lípidos estructurados. 

4. Estudio de tecnologías avanzadas de fraccionamiento y purificación, como la extracción 

con fluidos supercríticos y la destilación molecular, en mezclas de lípidos resultantes de 
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reacciones enzimáticas. El objetivo de este trabajo fue conocer el comportamiento de 

tecnologías de efecto análogo en la separación de mezclas lipídicas con el fin de elegir la opción 

más conveniente para determinados procesos de obtención de lípidos funcionales.  

5. Aplicación de las tecnologías y metodologías estudiadas a la obtención de un producto 

funcional compuesto por un lípido portador y un antioxidante alimentario. El objetivo concreto de 

este trabajo era conseguir la esterificación de tirosol y ácido oleico, productos procedentes del 

aceite de oliva, bajo diferentes condiciones de reacción, para evaluar dichas condiciones y 

obtener un antioxidante de alta actividad, familiar en al ámbito alimentario como es el tirosol, 

comunicándole un carácter lipófilo que de manera natural no posee con la consiguiente limitación 

de solubilidad en el aceita de oliva.   
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1.3 Aportación original del autor 

Trabajo 1.  

Carlos F. Torres, Daniel Tenllado, Francisco J. Señoráns, Guillermo Reglero. A Versatile GC 

Method for the Analysis of Alkylglycerols and Other Neutral Lipid Classes. Chromatographia 69 

(2009) 729-734. 

El doctorando participó en la planificación del estudio, realizando el trabajo experimental de 

laboratorio en cuanto a la adaptación del equipo, obtención, preparación y análisis de las 

muestras, interviniendo en el análisis estadístico de los resultados. Participó también en la 

valoración y discusión de los resultados, así como en la obtención de las conclusiones y la 

preparación del manuscrito del artículo. 

Trabajo 2.  

Carlos F. Torres, Tiziana Fornari, Daniel Tenllado, Francisco J. Señoráns, Guillermo Reglero. 

A predictive kinetic study of lipase-catalyzed ethanolysis reactions for the optimal reutilization of 

the biocatalyst.  Biochemical Engineering Journal 42 (2008) 105–110. 

El doctorando participó con sus directores y el resto de autores en la planificación del trabajo 

y realizó los experimentos de selección de la enzima adecuada a los objetivos planteados. 

Participó también en la inmovilización de la enzima y llevó a cabo las reacciones enzimáticas 

tomando muestras a distintos tiempos y analizando estas muestras para obtener los datos 

necesarios para determinar la cinética de la reacción. Participó en la valoración y discusión de 

los resultados, así como en la obtención de las conclusiones y la preparación del manuscrito del 

artículo. 

Trabajo 3.  

Tiziana Fornari, Daniel Tenllado, Carlos Torres, Guillermo Reglero. Supercritical Phase 

Equilibria Modeling of Glyceride Mixtures and Carbon Dioxide Using the Group Contribution Eo. 

Journal of Thermodynamics (2009) pages: 730960 (9 pp)  DOI: 10.1155/2011/730960. 

El doctorando colaboró en este trabajo participando en la planificación del trabajo con sus 

directores y asistiendo a la formulación del modelo predictivo por la otra autora del artículo.  
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Realizó la toma de muestras a distintos tiempos y el análisis de las mismas para obtener los 

datos necesarios para validar el modelo. Participó en la valoración y discusión de los resultados, 

así como la obtención de las conclusiones y la preparación del manuscrito de la publicación. 

Trabajo 4.  

Daniel Tenllado, Guillermo Reglero, Carlos F. Torres. A combined procedure of supercritical 

fluid extraction and molecular distillation for the purification of alkylglycerols from shark liver oil. 

Separation and Purification Technology 83 (2011) 74–8. 

El doctorando participó en la planificación de los experimentos con sus directores y llevó a 

cabo la adaptación de las plantas de extracción con fluidos supercríticos y destilación molecular 

para los propósitos del trabajo. Llevó a cabo también el los experimentos de extracción con 

fluidos supercríticos y destilación molecular, realizando la preparación y el análisis de las 

muestras. Realizó con sus directores la valoración y discusión de los resultados, así como la 

obtención de las conclusiones. Tuvo una participación destacada en la redacción del manuscrito 

del artículo. 

Trabajo 5.  

Óscar Fernández, Daniel Tenllado, Diana Martín, Rosa M. Blanco, Francisco J. Señoráns, 

Guillermo Reglero, Carlos F. Torres. Immobilized lipases from Candida antarctica for producing 

tyrosyl oleate in solvent-free medium. Biocatalysis and Biotransformation 30 (2012) 245–254. 

El doctorando participó con sus directores y el resto de autores en la planificación del trabajo 

y en el diseño de las reacciones enzimáticas. Llevó a cabo dichas reacciones y el estudio 

cinético de las mismas mediante la toma de muestras a distintos tiempos y su análisis mediante 

HPLC y cromatografía de gases. Participó en la valoración y discusión de los resultados, así 

como en la obtención de las conclusiones y la preparación del manuscrito del artículo. 
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1.4. Estado actual del tema del trabajo 

1.4.1. Lípidos alimentarios 

La grasa es un nutriente esencial e imprescindible para la vida; sin embargo, para muchas 

personas tiene connotaciones negativas para la salud. Por este motivo, las grasas de la dieta 

han recibido más atención por parte de los profesionales de la salud y del público en general que 

cualquier otro nutriente. Durante muchos años, la mayoría de las informaciones que llegaban a 

los hogares resaltaban los aspectos negativos de los lípidos alimentarios; sin embargo, tras 

muchos años de investigaciones se ha llegado a la conclusión de que las grasas no sólo son 

necesarias, sino que tomadas en su justa medida, y dependiendo del tipo que sean, pueden ser 

saludables. Debido a esta sensibilización de la población, las investigaciones sobre el papel de la 

grasa dietética en la nutrición humana pueden tener consecuencias importantes para los 

consumidores, los responsables sanitarios e incluso para la industria alimentaria. Sus resultados 

podrían influir profundamente en la educación nutricional y en el consumo de diversos alimentos, 

y así modular el estado de salud de las distintas poblaciones. Por otro lado, también podrían 

tener consecuencias a nivel de la industria alimentaria, sobre la producción agrícola y sobre las 

tecnologías de preparación de los alimentos. 

En las últimas décadas se ha determinado que lo más importante no es sólo la cantidad de 

grasa ingerida, sino que, dependiendo de la calidad de ésta, los efectos en el organismo pueden 

variar. Así, los diferentes ácidos grasos pueden ser precursores de distintas moléculas 

fundamentales cuya actividad puede ser más o menos intensa en el organismo. Lo importante es 

buscar el equilibrio de los componentes grasos ingeridos sin renunciar a ningún tipo de alimento, 

para asegurarse niveles adecuados de todos los nutrientes necesarios. Todos los  estudios han 

destacado la necesidad de ingerir una dieta con un perfil lipídico adecuado para que el 

organismo pueda enfrentarse a distintas situaciones a lo largo de su vida. 

La dieta mediterránea es rica en alimentos de origen vegetal, y se caracteriza 

fundamentalmente por el uso de aceite de oliva como principal fuente grasa, además de un 

elevado consumo de alimentos de origen marino que garantizan una ingesta de ácidos grasos 

poliinsaturados de la serie n-3, también denominados omega 3 (ω-3). Esta representa lo que 

actualmente se considera una dieta equilibrada y sana, que sirve de referencia para los 

nutricionistas. 
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 Los lípidos funcionales  

Por definición, los lípidos son biomoléculas orgánicas formadas básicamente por carbono e 

hidrógeno, y oxígeno en porcentajes mucho más bajos; también pueden contener fósforo, 

nitrógeno y azufre. Todos comparten una propiedad físico-química común: se caracterizan por su 

insolubilidad en agua y por su solubilidad en disolventes orgánicos. Los lípidos de la dieta 

constituyen uno de los principios inmediatos más importantes de nuestra alimentación, con 

varias funciones vitales que los convierten en nutrientes fundamentales para el buen 

funcionamiento del organismo. Está claro que ejercen una función doble en la fisiología del 

organismo, como fuente de energía y como reguladores de la función celular, afectando a 

múltiples acciones fisiológicas en las que están implicados algunos mediadores de señales inter 

e intracelulares, como hormonas, eicosanoides y ciertos factores de transcripción 

Las grasas (sólidas) y los aceites (líquidos), compuestos fundamentalmente por triglicéridos, 

son los compuestos más abundantes. Junto a ellos se encuentran pequeñas cantidades de 

esteroles, fosfolípidos y otros compuestos minoritarios tales como vitaminas liposolubles, 

compuestos fenólicos, etc. Bajo el punto de vista dietético, el concepto de lípidos se asimila al de 

grasa. Así, las grasas alimenticias incluyen todos los lípidos de los tejidos vegetales y animales 

que se ingieren como alimentos. 

En las primeras etapas de desarrollo, la ingesta de cantidades adecuadas de ácidos grasos 

esenciales, así como de ácido docosahexaenoico (DHA), presente en cantidades relativamente 

elevadas en la leche materna, así como en el pescado, permite la correcta formación del sistema 

nervioso, concretamente del cerebro y la retina, por lo que es importante destacar la necesidad 

de que las madres ingieran cantidades adecuadas de pescado durante los periodos de gestación 

y lactancia del niño. 

Muchas de las enfermedades más frecuentes en la actualidad, como las cardiovasculares, la 

artritis reumatoide, enfermedades intestinales o pulmonares, cursan con procesos inflamatorios 

crónicos que pueden ser modulados en función de los lípidos de la dieta. Así, las grasas 

poliinsaturadas de la serie n-3, procedentes del pescado que pasan a formar parte de las 

membranas, son precursoras de citoquinas y eicosanoides menos proinflamatorios que los 

sintetizados a partir de ácidos grasos de la serie n-6 (ω-6), procedentes de alimentos vegetales 

como el girasol y el maíz. 
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A las grasas monoinsaturadas procedentes del aceite de oliva se atribuyen efectos 

beneficiosos de sobre el sistema cardiovascular, ya que son capaces de disminuir el LDL-

colesterol y aumentar el HDL-colesterol. Por otro lado, las grasas poliinsaturadas de la serie n-3 

son capaces de disminuir las concentraciones plasmáticas de triglicéridos (TAG) [1] y controlar 

otros factores como la expresión de moléculas inductoras de los procesos aterogénicos. 

Los lípidos como sistemas de administración de sustancias bioactivas 

Numerosas moléculas bioactivas aparecen continuamente en la literatura científica 

reclamando su uso potencial como ingredientes funcionales o nutracéuticos, incluyen 

compuestos de diverso origen y naturaleza, tales como ácidos fenólicos, esteroles, ácidos grasos 

o vitaminas [2-6]. Sin embargo muchas de estas moléculas bioactivas tienen como limitación su 

mala solubilidad en agua, esto hace difícil su manipulación e inclusión en determinados 

alimentos. Además esta limitación puede disminuir la funcionalidad de estas moléculas, ya que 

se limita la solubilización luminal y la disolución en el tracto gastrointestinal, eventos necesarios 

para su biodisponibilidad [7-11]. Por otro lado, diversos ingredientes funcionales han demostrado 

interesantes propiedades antioxidantes, tanto desde el punto de vista biológico como 

tecnológico, lo que ofrece una atractiva ventaja para su uso como antioxidantes naturales en 

alimentos funcionales [2, 4, 8, 12], sin embargo la baja solubilidad en agua de los diversos 

ingredientes bioactivos, afecta y dificulta su aplicación tecnológica en diversos alimentos. 

Los sistemas, naturales o artificiales, de administración oral para la introducción eficiente de 

un principio activo, pueden ser un medio para optimizar la aplicación de moléculas bioactivas. 

Esta estrategia es intensamente si se utiliza en el ámbito farmacéutico para el desarrollo de 

moléculas bioactivas o drogas [11, 13-14]. Se han estudiado diversas estrategias para el 

desarrollo de sistemas de administración de fármacos, tales como el uso de tensioactivos, 

lípidos, emulsiones lipídicas, potenciadores de la penetración celular, micronización, formulación 

de sales, nanopartículas o dispersiones sólidas [11]. En el caso específico de los sistemas de 

administración de fármacos como lípidos, se incluyen los triglicéridos, diglicéridos, fosfolípidos, 

ácidos grasos, esteroles y otros derivados sintéticos [15]. Dentro de este último término de 

derivados lipídicos, los lípidos estructurados pueden ser incluidos. Los lípidos estructurados son 

acilgliceroles, glicerofosfolípidos u otras moléculas lipídicas que han sido modificadas desde su 

estado natural por métodos químicos y/o enzimáticos [16]. Dichas modificaciones incluyen la 

incorporación de nuevos ácidos grasos y otras moléculas, así como la reestructuración de los 
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lípidos para cambiar las posiciones de los ácidos grasos que los componen con el fin de producir 

nuevos lípidos. 

En la literatura farmacológica se pueden encontrar algunos ejemplos de lípidos estructurados 

usados como sistemas de administración de fármacos, como el neurotransmisor GABA unido a 

glicéridos con el fin de promover su difusión a través de la barrera hematoencefálica [17] o el L-

Dopa unido a diglicéridos [18] para producir una relación más favorable de L-Dopa/dopamina  en 

plasma y cerebro. También se han preparado pro-fármacos de ácido nicotínico unidos como 

ésteres a diglicéridos [19], dando lugar a una disminución significativa de los niveles de AG libre 

en plasma de ratas, sin que se produzca un aumento dramático en los niveles de ácido 

nicotínico. Marriot y colaboradores [20] patentaron un producto con los mismos efectos 

terapéuticos que el ácido valproico que no causaba irritación gástrica gracias a la esterificación 

de glicéridos con ácido valproico. 

En el campo de la tecnología de alimentos, la producción de lípidos estructurados se ha 

orientado a desarrollar lípidos mejorados para su uso tradicional final como ingredientes 

tecnológicos o con objetivos nutricionales, tales como modificaciones de las propiedades de 

fusión o cristalización de aceites y grasas, o para su aplicación en productos bajos en calorías 

[21]. Tomando el avanzado estado del arte de la tecnología de lípidos estructurados [16], la 

extensión de su uso como ingredientes alimentarios, siendo sistemas lipídicos de administración 

de moléculas bioactivas, puede tener un beneficio considerable. Al igual que en los sistemas de 

administración de fármacos lipídicos,  los sistemas lipídicos de administración de ingredientes 

bioactivos permiten la lipofilización (“lipophilization”) de las moléculas con escasa solubilidad 

lipídica, para su aplicación en distintas matrices alimentarias, además los sistemas de 

administración lipídicos pueden proteger a los nutrientes esenciales y otros componentes 

bioactivos de los alimentos durante la digestión. Por lo tanto estos sistemas pueden evitar la 

pérdida  del componente bioactivo o evitar interacciones adversas con los inhibidores de la 

absorción. Además, los sistemas lipídicos de administración podrían transportar importantes 

moléculas funcionales a diferentes tejidos y mejorar la biodisponibilidad oral de compuestos poco 

solubles en agua. Por otro lado, los sistemas lipídicos de administración tienen un aspecto 

adicional de interés, ya que el soporte utilizado como vehículo del compuesto bioactivo puede 

ser otro compuesto biológicamente activo. De esta manera los sistemas lipídicos de 

administración pueden aportar una acción sinérgica, la actividad biológica adicional (compuesto 
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bioactivo y vehículo) y la ayuda para llevar las moléculas bioactivas a un sitio específico (órganos 

o células). 

El metabolismo de ácidos grasos y eicosanoides 

Muchas enfermedades crónicas como el cáncer, la diabetes, las enfermedades 

cardiovasculares, la artritis, la colitis ulcerosa, el asma, etc. están asociadas a un consumo 

desequilibrado o a un metabolismo alterado de determinados AG, que son precursores de unas 

sustancias conocidas como eicosanoides.  

Los eicosanoides o icosanoides son un grupo de moléculas de carácter lipídico originadas por 

la oxigenación de los ácidos grasos esenciales de 20 carbonos tipo ω-3 y ω-6. Cumplen amplias 

funciones como mediadores para el sistema nervioso central e intervienen en los eventos de 

inflamación y respuesta inmune, tanto en vertebrados como en invertebrados. Todos los 

eicosanoides son moléculas de 20 átomos de carbono y están agrupados en prostaglandinas, 

tromboxanos, leucotrienos, y ciertos hidroxiácidos precursores de los leucotrienos. Estas 

moléculas están involucradas en las redes de comunicación celular más complejas del 

organismo animal, incluyendo el ser humano. 

Tanto el EPA como el ácido araquidónico son precursores de eicosanoides. El EPA y el ácido 

araquidónico son sustratos de las mismas enzimas y por tanto compiten entre si por el centro 

activo. Los eicosanoides que se derivan de estos dos ácidos grasos son distintos y tienen 

funciones fisiológicas antagónicas. Por ejemplo, los que provienen del ácido araquidónico tienen 

una función protrombótica y proinflamatoria, mientras que los que provienen del EPA tienen el 

efecto opuesto. Por tanto, para que los procesos fisiológicos se desarrollen correctamente, la 

relación entre EPA y ácido araquidónico debe estar controlada, regulando de esta manera el 

balance de eicosanoides. El consumo de ciertos alimentos o suplementos de AGs puede regular 

este metabolismo, controlar la formación de ácido araquidónico y cambiar la producción de 

eicosanoides, para prevenir desequilibrios y ayudar al control de diversas enfermedades.  

La regulación de la fluidez de las membranas  

El DHA se encuentra en altas concentraciones en diversas membranas celulares del cuerpo 

humano, como las de las células de los bastones de la retina en el ojo o en la materia gris [22]. 

Muchos de los beneficios de los PUFAs ω-3 han sido relacionados con cambios en las 
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membranas celulares [22] ya que la incorporación de DHA aumenta la permeabilidad de las 

mismas. Los PUFAs ω-3 tienen mucha facilidad para incorporarse a las membranas celulares 

donde afectan a la fluidez de los fosfolípidos, al empaquetado molecular y a la actividad de las 

enzimas ancladas a la membrana.  

Se ha relacionado el efecto del DHA con una correcta función de la actividad visual, ya que el 

DHA se encuentra en muy elevada concentración (30-40% del total de los AGs) en la membrana 

de las células fotorreceptoras (bastones). Una suplementación de DHA en la infancia produce un 

mejor desarrollo de la visión [23]. 

La regulación de la función cerebral 

El DHA es esencial para el desarrollo cerebral en niños [24] y para un funcionamiento normal 

de la función cerebral en adultos. Una insuficiencia en DHA se asocia a un declive en la función 

cognoscitiva con la edad y a un mayor riesgo de enfermedad de Alzheimer [25]. Los pacientes 

con Alzheimer tienen bajos niveles de DHA en suero sanguíneo y cerebro. El β-amiloide (péptido 

de 39 a 43 aminoácidos) es el principal componente de las placas seniles en el tejido cerebral y 

una de las moléculas moduladoras de la enfermedad de Alzheimer. Actualmente, se cree que 

esta molécula es la gran responsable de la cascada de eventos que desencadena la enfermedad 

[26]. El DHA aumenta 10 veces la trascripción de la enzima que reduce la producción de β- 

amiloide, disminuyendo su acumulación y potencial toxicidad [27-28]. 

Por otro lado existen evidencias de que periodos que conllevan deficiencia en DHA, como 

alcoholismo o periodos postparto, están asociados a cuadros de depresión. Por tanto, una 

insuficiencia en DHA puede estar relacionada con fenómenos de depresión en adultos [29-30]. 

Ésteres de ácidos y alcoholes grasos como sistemas de administración de 

ingredientes bioactivos 

Los ácidos fenólicos son compuestos naturales que se encuentran en frutas, verduras, 

especias y hierbas aromáticas. Este grupo heterogéneo incluye fenoles simples y polifenoles, así 

como sus derivados. Además de sus propiedades antimicrobianas, anticancerígenas y anti-

mutagénicas en sistemas biológicos, la mayoría de los ácidos fenólicos son conocidos por ser 

potentes antioxidantes [2, 4]. El uso potencial de los compuestos fenólicos como antioxidantes 

naturales en los alimentos procesados es de interés actual. Sin embargo, la baja solubilidad de 
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los compuestos fenólicos en medios hidrófobos es un factor clave que limita su aplicación y 

biodisponibilidad [31-32]. La lipofilización (“Lipophilization”) de ácidos fenólicos, que consiste en 

la esterificación de los estos con una parte lipófila, dando lugar a nuevas moléculas con un 

equilibrio hidrófilo/lipófilo modificado. Mediante esta esterificación se pueden utilizar las 

propiedades antioxidantes de los compuestos fenólicos en matrices lipídicas [7]. 

Como ejemplo de lipofilización del popular ácido ferúlico, Chigorimbo-Murefu y colaboradores 

[33] lograron la síntesis de ésteres de ácido ferúlico mediante la transesterificacón de ferulato de 

vinilo con hidroxi-esteroides catalizada por lipasas. Los derivados lipídicos obtenidos mostraron 

mayor actividad anti-radical contra el radical libre ABTS, inhibición más eficiente de la oxidación 

de las LDL, y mostraron mayor actividad antioxidante que el Trolox y el que el propio ácido 

ferúlico. 

Aunque la biodisponibilidad del hidroxitiorosol no es un problema, recientemente se ha 

demostrado que los ésteres sintéticos derivados de este fenol fueron transportados a través de 

monocapas diferenciadas de células Caco-2 de manera más eficiente que el hidroxitirosol sin 

esterificar, lo que significa mejor absorción intestinal de los derivados lipófilos del hidroxitirosol 

[34]. Otra de las razones del interés en la producción de derivados lipídicos de hidroxitirosol es la 

mejora de su uso como antioxidante en alimentos. Por todo esto, se están estudiando los 

derivados de hidroxitirosol con mejor equilibrio hidrófilo/lipófilo, para su posible uso como 

antioxidantes en alimentos, al mismo tiempo que se aumenta la biodisponibilidad del 

hidroxitirosol. La metodología más común para convertir el hidroxitirosol en una molécula más 

lipófila es la esterificación del alcohol primario sin afectar la fracción catecol, que es esencial 

para los efectos del antioxidantes [8]. Más de 40 análogos lipófilos del hidroxitirosol han sido 

descritos usando para su síntesis la lipasa de Candida antarctica [35]. En algunos casos, los 

análogos del hidroxitirosol obtenidos fueron incluso más eficaces que el tocoferol o el BHT. 

Algunos de los análogos lipófilos del hidroxitirosol también han demostrado efecto protector 

contra el daño oxidativo en células humanas y en particular, hacia el daño sobre el ADN inducido 

por H2O2 [8].  

Los flavonoides son el grupo más común entre los compuestos polifenólicos de la dieta 

humana y se encuentran en gran cantidad en las plantas. Los efectos beneficiosos para la salud 

producidos por frutas, verduras, té y vino tinto, en ocasiones se han atribuido a los compuestos 

flavonoides que contienen. Sin embargo el uso de los flavonoides se ve limitado por su baja 
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estabilidad y solubilidad [9]. La esterificación de ácidos grasos con isoflavonas en los diferentes 

grupos hidroxilo, otorga a las isoflavonas la lipofilia necesaria para su incorporación en LDL, 

incrementando así la resistencia a la oxidación de las LDL [36]. La esterificación de los 

flavonoides con ácidos grasos insaturados también se ha ensayado [37], mostrando evidencias 

de menor liberación del factor de crecimiento endotelial vascular e indicando que  podrían tener 

mejores propiedades anti-angiogénicas y anti-tumorales. La acilación enzimática de compuestos 

flavonoides con etil laurato y butirato de etilo, aumentó la capacidad de inhibir la xantina oxidasa 

y su actividad antiproliferativa, pero disminuyó la actividad de captación de radicales libres [38]. 

Otros estudios han demostrado que la introducción de un grupo acilo en flavonoides glucosilados 

mejora significativamente su actividad antioxidante de las LDL [39]. Además el derivado acilado 

de disacáridos flavonoides aumentó su actividad antimicrobiana contra dos bacterias Gram-

positivas [39]. 

El ácido rosmarínico es un ácido polifenólico que participa en la prevención de la oxidación de 

LDL y la inhibición de la actividad de proliferación celular, además de tener actividades 

antibacterianas, antivirales y antioxidantes [40]. La producción de lípidos estructurados con ácido 

rosmarínico es escasa, pero las pruebas sobre su bioactividad son prometedoras. Los ésteres de 

ácido rosmarínico formados por procedimientos químicos, mostraron mayor actividad frente a 

radicales libres que el ácido rosmarínico [41]. 

Al igual que la mayoría de los fenoles, el ácido cafeico y sus derivados son conocidos por sus 

propiedades antioxidantes. Se han preparado y testado derivados lipídicos de ésteres de propilo 

y metilo del ácido cafeico [42].  

Los glicéridos como sistemas de administración de compuestos bioactivos 

Los triglicéridos son la forma tradicionalmente utilizada para producir lípidos estructurados 

[16, 43]. El desarrollo actual de la tecnología de estructuración de lípidos permite la producción 

de TAG sintéticos por el intercambio o la combinación de cualquier ácido graso de cadena corta, 

media o larga (AGCC, AGCM y AGCL, respectivamente) de interés bioactivo. El ejemplo más 

representativo y conocido son los TAG sintéticos compuestos por AGCC o AGCM en posiciones 

sn-1 y sn-3, junto con AGCL (principalmente PUFAs) o ácidos grasos bioactivos de interés en 

posición sn-2. Este lípido sintético se metaboliza dejando disponible una fuente de energía 

rápida, debido a los AGCC o AGCM, así como ácidos grasos esenciales o de interés presentes 
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en la misma molécula. Esto se debe a que los ácidos grasos situados en posición sn-2 son 

absorbidos preferentemente para entrar en el sistema linfático, mientras que los AGCC y AGCM 

ubicados en las posiciones sn-1 y sn-3 son absorbidos y transportados hasta el hígado para 

proporcionar una importante fuente de energía sin ser depositados en el tejido adiposo [21]. Por 

lo tanto, es fácil pensar que la vinculación de los ácidos grasos funcionales o bioactivos a la 

posición sn-2 del TAG es de interés en el desarrollo de sistemas de administración oral de ácidos 

grasos bioactivos.  

Como ejemplos, Maurelli y colaboradores [44] sintetizaron TAG por medio de una reacción 

enzimática entre 1,3-DAG y los isómeros del ácido linoleico conjugado (CLA) en posición sn-2. 

Muñío y otros [45] produjeron TAG con estructura caprílico-PUFA-caprílico. Del mismo modo, 

Haraldsson y colaboradores [46] obtuvieron un lípido estructurado tanto con DHA como con EPA 

en posición sn-2, utilizando un proceso quimio-enzimático. 

Estos ejemplos ilustran algunas de las posibilidades de los TAG como sistemas de 

administración de ácidos grasos bioactivos. La estructuración de TAG ha sido intensamente 

estudiada desde hace décadas, produciendo gran cantidad de trabajos de investigación y 

revisiones [16, 21, 43, 47-49]. En cambio, el potencial de los TAG estructurados como sistemas 

de administración lipídicos de otras moléculas bioactivas diferentes a los ácidos grasos, tales 

como los ácidos fenólicos o vitaminas, es un campo reciente y se considera interesante en el 

mundo de los lípidos ofrecer vehículos para ingredientes funcionales. 

Algunos intentos de hacer lipófilos los ácidos fenólicos han sido interpretados como la 

formación de complejos con liposomas, nanopartículas, niosomas o la estructuración con ácidos 

grasos [50]. En el caso específico de la estructuración de TAG, Reddy y colaboradores [51] 

describieron la síntesis químico-enzimática de un TAG estructurado con ácido ferúlico en 

posiciones sn-1 y sn-3. El ácido ferúlico es un ácido fenólico de interés por sus propiedades 

antioxidantes y antiinflamatorias, ha sido señalado como potencial agente terapéutico en el 

tratamiento de radicales libres relacionados con diversos síndromes, tales como trastornos 

neurodegenerativos, cáncer, enfermedades cardiovasculares y de la piel [50]. Reddy y 

colaboradores [51] mostraron una mejoría en la actividad antioxidante de los lípidos fenólicos 

estructurados sintetizados con ácido ferúlico en comparación con el ácido ferúlico. 
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Xin y colaboradores [52] investigaron la transesterificación catalizada por lipasa de ferulato de 

etilo con trioleína para formar ferulil-oleínas, mientras que Sun y colaboradores [53] estudiaron la 

esterificación enzimática de glicerilferulato y ácido oleico para la síntesis de DAG con ferúlico. 

Del mismo modo, Zheng y colaboradores [54] describieron un método de síntesis enzimática 

para la preparación de glicéridos estructurados con ferúlico a través de la transesterificación de 

ferulato de etilo y tributirina. Estos autores pensaron que la estructuración de la tributirina con 

ácido ferúlico podría producir un nuevo lípido bifuncional con ferúlico, ya que la fracción del ácido 

ferúlico funciona como un antioxidante natural, mientras que la fracción de ácido butírico, 

considerado de forma tradicional un AGCC bioactivo, aportaría propiedades anti-inflamatorias y 

anticancerígenas [55]. Sin embargo, la posible aplicación de butirato como agente antitumoral 

más allá del colon se ve limitado por el problema de alcanzar concentraciones plasmáticas 

suficientes para ejercer sus acciones antiproliferativas, además se metaboliza rápidamente, 

mostrando una vida media corta [56].  

Utilizando otros compuestos fenólicos, Karboune y colaboradores [57] sintetizaron lípidos 

fenólicos estructurados por acidolisis enzimática de aceite de linaza con derivados hidroxilados 

y/o metoxilados de ácidos cinámico, fenilacético y benzoico. Sabally y colaboradores [58] 

describieron la producción de MAG y DAG fenólicos por transesterificación enzimática del ácido 

dihidrocafeico con aceite de linaza. 

Éteres lipídicos o alquilgliceroles. 

Los éteres lipídicos no polares del tipo 1-O-alquil-2,3-diacil-sn-glicerol o alquilgliceroles 

(también llamados frecuentemente alcoxigliceroles), son un grupo de gliceroles con al menos un 

enlace de tipo éter. En su estructura, una molécula de glicerina se une a una cadena alquílica 

mediante un enlace éter a través de uno de sus grupos hidroxilo. Los alquilgliceroles pueden 

contener distintos ácidos grasos en su estructura al esterificar los grupos hidroxilo restantes de la 

molécula de glicerina. Los tres alcoholes grasos principales en la fracción 1-O-alquil de los 

alquilgliceroles son C16:0, C18:0 y C18:1, dando lugar a sus correspondientes alquilgliceroles, 

denominados 1-O-hexadecilglicerol o “chimyl alcohol”, 1-O-octadecilglicerol o “batyl alcohol” y 1-

O-octadec-9-enil glicerol o “selachyl alcohol”, respectivamente. 

Los alquilgliceroles son derivados lipídicos presentes en todos los tejidos, sobre todo en 

aquellos que son portadores de células inmunitarias como el hígado, el bazo, la médula ósea, los 
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glóbulos rojos y los ganglios linfáticos, además forman parte de los lípidos plasmáticos y la leche 

materna [59] (contiene 10 veces más que la de vaca). La mayor parte de los alquilgliceroles es 

sintetizada por el organismo y sólo una fracción reducida es aportada por la alimentación. En 

caso de stress o de insuficiencia de la función inmunitaria, las cantidades sintetizadas por vía 

interna son insuficientes por lo que el aporte oral es recomendable. 

Estos compuestos son el constituyente mayoritario del aceite de hígado de diversas especies 

de tiburones y otras especies de peces elasmobranquios [60]. El aceite de hígado de tiburón ha 

sido utilizado durante más de 40 años como agente terapéutico y preventivo de ciertas 

enfermedades, siendo los alquilgliceroles sus principales ingredientes activos.  

Después de su absorción, una gran parte de los alquilgliceroles son divididos en ácidos 

grasos a nivel del enlace del éter. El resto es incorporado en las membranas celulares para las 

que son una pieza esencial de estabilidad (función protectora de las membranas contra los 

radicales libres y función cicatrizante en queratinocitos o cualquier célula epitelial). 

Los éteres lipídicos o alquilgliceroles han sido objeto de mucha atención debido a sus 

especiales propiedades fisiológicas en humanos. Estudios realizados en los últimos años han 

mostrado que los alquilgliceroles son multifuncionales [61].  

Los 1-O-alquil-sn-gliceroles tienen una estructura similar a factores de activación plaquetaria 

que manifiestan diferentes efectos beneficiosos en la salud humana [62], como la prevención de 

enfermedades como el asma, la psoriasis, la artritis y la eliminación rápida de metales pesados 

del cuerpo [137, 139]. El más popular de los alquilgliceroles, debido a sus importantes 

actividades biológicas, es el 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina o factor activador de 

plaquetas (PAF), con diversos efectos mediadores sobre las células en una variedad de tejidos y 

sistemas, incluyendo la circulación, la inflamación, el desarrollo y la reproducción [63]. El 1-O-

alquil-sn-glicerol ha reclamado también interés ya que parece mostrar diversos efectos 

beneficiosos sobre la salud humana y amplificar la producción de PAF, mediante su 

incorporación en el precursor del PAF 1-O-alquil-2-acil-sn-glicero-3-fosfocolina [64]. Además los 

alquilgliceroles son potentes agentes antineoplásicos que inhiben el crecimiento, muestran una 

actividad antimetastásica e inducen la diferenciación y la apoptosis en células de cáncer [64]. 

Propiedades de estimulación inmunológica también se han atribuido a estas sustancias [65], así 

como la mejora de la motilidad del esperma de cerdo y la fertilidad [63]. 
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El uso clínico inicial de este tipo de compuestos fue el tratamiento de diferentes leucemias, y 

más tarde, prevenir las enfermedades asociadas a la radiación en la terapia de radiación contra 

el cáncer [66]. Los alquilgliceroles estimulan la producción de células sanguíneas por la médula ósea. El 

alcohol batílico tiene un efecto activador de la producción de los glóbulos rojos, leucocitos y 

trombocitos en la médula ósea. Son útiles para restaurar las poblaciones de esas células, 

después de un tratamiento de radioterapia. Estudios llevados a cabo por Brohult y colaboradores 

[67] han demostrado que los alquilgliceroles distribuidos a título profiláctico (600mg/día) a 

mujeres irradiadas por un cáncer uterino, tienen un efecto protector sobre las leucopenias y 

trombocitopenias inducidas por las radiaciones. Firshein describió un incremento de la 

sensibilidad de los tumores frente a los agentes empleados en quimioterapia cuando se 

administran junto a alquilgliceroles [68]. 

Los alquilgliceroles tienen un efecto inhibidor del crecimiento tumoral [69], sobre todo los derivados 

metoxi-sustituidos. Las células tumorales sólo contienen unas pocas enzimas capaces de 

degradar los eteróxidos. A la ingestión en la dieta de estas sustancias se le ha atribuido 

propiedades anticarcinogénicas [70-71]. El nivel de alquilgliceroles naturales aumenta en células 

tumorales, aparentemente en un esfuerzo para controlar el crecimiento celular. Estudios 

recientes indican que la activación de la Proteína Quinasa C (PKC), esencial en determinadas 

etapas de proliferación celular, puede ser inhibida mediante alquilgliceroles. Esta acción se basa 

en una inhibición competitiva del 1,2-diacilglicerol (1,2-DAG) por alquilgliceroles. El 1,2-DAG es 

el mensajero secundario que activa la PKC. Los análogos del 1,2-DAG de tipo alquilo (con algún 

enlace éter en su estructura), como el 1-O-decil-2-O-decanoilglicerol, 1-O-decanoil-2-O-

decilglicerol, 1,2-Odidecilglicerol, 1-O-hexadecil-2-O-acetilglicerol y 1-O-decil-2-O-acetilglicerol, 

pueden también regular competitivamente la PKC. Al contrario que los 1,2-DAG, estos análogos 

dan lugar a una disminución en la actividad de la enzima, especialmente cuando el enlace éter 

se encuentra en la posición sn-1 del glicerol [72], e inhiben el efecto estimulador del 1,2-DAG 

sobre la PKC [73]. 

Los alquilgliceroles amplían la reacción inmunitaria [74]. La inflamación está presente en toda 

lesión y representa un factor de activación de los macrófagos, que entonces se vuelven 

competentes sobre el terreno inmunitario, en los tejidos donde se encuentran los alquilgliceroles, 

como consecuencia de la lisis inflamatoria de las células, participan en la activación de esos 

macrófagos. Existen estudios sobre la acción inmunoestimuladora de los alquilgliceroles [74], que 
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sugieren una primera acción sobre los macrófagos [75-78] además de sobre linfocitos de tipo B y 

T [79]. El proceso de activación de macrófagos ha sido demostrado con alquilgliceroles 

naturales, sintéticos y también con derivados de tipo alquilo de lisofosfolípidos. Esta activación 

de macrófagos desarrolla un incremento en la capacidad fagocítica y además aumenta los 

efectos citotóxicos en células tumorales in vivo [77, 80]. El dodecilglicerol (DDG), es uno de los 

más potentes activadores de macrófagos conocidos, aunque el uso de 3-sn-octadecilglicerol, o 

batyl alcohol (procedente del aceite de hígado de tiburón), produce el mismo efecto que el DDG 

[61]. Otro efecto de estimulación inmunológica atribuido a estos compuestos es la producción de 

anticuerpos [81], principalmente de inmunoglobulina G y M [61].  

Además, se ha comprobado que el batyl alcohol tiene una mayor capacidad antiviral in vitro si 

se compara con la de determinados fármacos (como el foscarnet) empleados como antivirales en 

terapia contra el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) tipo 1 [82]. Hostetler y Mellors 

patentaron un tratamiento basado en alquilgliceroles para tratar la infección por VIH en casos en 

que se manifiesta una resistencia a otros fármacos antivirales [83]. 

Debido a estas propiedades, los alquilgliceroles pueden emplearse como terapia 

complementaria en el tratamiento de desórdenes neoplásicos y como potenciadores del sistema 

inmune en diversas enfermedades infecciosas [61]. 

Los alquilgliceroles sustituidos con un grupo metoxilo, presentes en el aceite de hígado de 

tiburón en una proporción en torno al 3% del total de alquilgliceroles, tienen también una 

importante actividad biológica como estimulador del sistema inmune y  como agente 

anticancerígeno [61]. 

Otras propiedades funcionales atribuidas a los 1-O-alquilgliceroles, son el aumento de la 

movilidad de esperma y la mejora de la fertilidad [84-85] así como la estimulación de la 

hematopoyesis [86]. 

La forma más habitual de administración de alquilgliceroles es la de cápsulas de 250 a 500 

mg de aceite de hígado de tiburón, que contienen un 20% de alquilgliceroles (50-100 mg). La 

dosis o ingesta diaria recomendada de alquilgliceroles varía dependiendo del tipo de desorden 

hacia el que está dirigida. De este modo, como terapia complementaria a tratamientos 

tradicionales contra el cáncer, la dosis aproximada podría ser de entre 3 y hasta un máximo de 6 
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cápsulas de 500 mg al día. Como potenciador del sistema inmune en la prevención de diversas 

enfermedades, una medida adecuada es la de 2 ó 3 cápsulas de 250 mg al día [61]. 

Los alquilgliceroles como sistemas de administración de ingredientes bioactivos 

Buscando encontrar agentes terapéuticos, se han preparado alquilgliceroles sintéticos que no 

se encuentran en la naturaleza [87], tales como análogos del PAF que presentan un residuo de 

cadena corta en la posición sn-2 distinto a un grupo acetilo [88]. Este residuo de cadena corta 

puede contener un ω-metilo, ω-aldehído, ω-alcohol, o un grupo ω-carboxilo con actividad 

semejante al PAF. Se ha demostrado que cuanto menor sea el residuo presente en sn-2 más 

activo será el lípido análogo del PAF [89-90]. 

Torres y colaboradores [91] sintetizaron alquil-diacilgliceroles estructurados que contenían 

residuos de ácidos grasos de cadena corta en posiciones sn-2 y sn-3, mediante 

transesterificación enzimática de 1-O-octadecil-glicerol y butirato de etilo. La bioaccesibilidad 

potencial de este alquilglicerol sintético se estudió mediante la simulación de la digestión 

intestinal de la molécula por enzimas pancreáticas en condiciones in vitro [92]. Este estudio 

demostró que la estructura propuesta de 1-O-alquil-sn-glicerol con un residuo de cadena corta 

producía como producto mayoritario después de la hidrólisis intestinal, la forma 2-butiroil-1-O-

octadecil-glicerol. Por otro lado, en la producción de este aquillglicerol estructurado, Torres y 

colaboradores [91] afirmaron que esta molécula podría tener un interés adicional, ya que el 

butirato es el residuo de cadena corta en posición sn-2. Para que el butirato sea un pro-fármaco 

eficiente, debe existir un vínculo suficientemente estable entre el vehículo y el residuo de 

butirato, con el objetivo de aumentar la vida media in vivo del butirato [93]. En el estudio in vitro 

de digestión intestinal realizado [92], se demostró que la pro-droga tributirina tradicionalmente 

propuesta [94] fue completamente hidrolizada a ácido butírico, en contraste con la forma estable 

esterificada del ácido butírico obtenida como 2-butiroil-1-O-octadecil-glicerol, mostrando el 

potencial de esta molécula sintética como portador de butirato. 

Otro ejemplo reciente de los alquilgliceroles como sistemas de administración de sustancias 

bioactivas fue la síntesis de éteres de hidroxitirosol [95]. Los derivados obtenidos conservaron la 

capacidad antioxidante [96] del hidroxitirosol en matrices lipídicas y su biodisponibilidad fue 

demostrada [34]. 
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Por otro lado, los 1-O-alquilgliceroles han demostrado tener un destacado efecto en la 

permeabilidad de la barrera hematoencefálica. Estos compuestos han mejorado 

considerablemente la absorción de agentes carcinoestáticos en el cerebro. Debido a sus 

características anfifílicas, se ha estudiado su tendencia a reunirse en vesículas con forma de 

bicapa lipídica para, de este modo, poder ser utilizados como transportadores de fármacos [97]. 

Definitivamente el uso de los alquilgliceroles como vehículos de ingredientes bioactivos 

parece un campo prometedor, con la ventaja añadida de la propia actividad biológica de los 

alquilgliceroles. 

1.4.2. Oxidación de aceites y grasas comestibles 

La oxidación de aceites y grasas produce la degradación de los mismos y origina el 

enranciamiento. El término enranciamiento se aplica para describir la aparición de olores y 

sabores indeseables como consecuencia de determinados cambios en la fracción grasa de los 

alimentos. La oxidación de aceites y grasas se da en el tiempo como una degradación primaria 

que conduce a una degradación posterior más intensa denominada degradación secundaria. 

Degradación primaria 

La degradación primaria de los lípidos se produce por factores y agentes externos que 

producen distintas alteraciones en la molécula lipídica. Se puede dividir la degradación primaria 

de aceites y grasas en degradación bioquímica, auto-oxidación y foto-oxidación 

Degradación bioquímica 

Está provocada por enzimas o microorganismos. Las lipasas hidrolizan las grasas generando 

ácidos grasos libres. Estos, si bien disminuyen la palatabilidad de los alimentos, no cambian sus 

propiedades nutricionales ya que durante la digestión también se someten a la acción de estas 

lipasas para poder ser asimilados. Otras enzimas como las lipooxidasas provocan procesos 

oxidativos, si bien estos procesos no son los más frecuentes, pueden ser importantes en 

determinados casos. 

La degradación bioquímica de las grasas puede ser evitada mediante la desactivación de las 

enzimas por calor o degradación proteica y mediante la esterilización del medio, que provoca la 
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muerte de los microorganismos y la desactivación de las enzimas. También puede evitarse 

envasando correctamente la grasa (sin oxígeno), refrigerándola (disminuyendo la velocidad de 

las enzimas) y secándola correctamente (manteniendo la humedad lo más baja posible). 

Auto-oxidación 

Es la denominación que recibe la degradación química. Es con diferencia, la causa más 

importante del deterioro de aceites y grasas. Es el proceso indeseable, resultado de la 

exposición al oxígeno, que genera en las grasas compuestos inaceptables e incluso tóxicos. Es 

un proceso complejo que origina productos de descomposición variados como perácidos 

orgánicos, alcoholes, aldehídos, cetonas, ácidos carboxílicos y combinaciones de los anteriores. 

El mecanismo más aceptado es la vía del radical libre que interacciona con el oxígeno. Este 

mecanismo se activa con las radiaciones electromagnéticas (luz), calor, iones metálicos, o 

metaloproteínas y se propaga solo. Históricamente se creía que la adición de oxígeno a la 

molécula de ácido graso formaba un anillo de cuatro átomos como producto de reacción 

primaria. Esta molécula recibe el nombre de “peróxido”. En realidad se forma un hidro-peróxido 

debido a la adición de oxígeno sobre el carbono alfa del doble enlace. A pesar de ello la 

denominación histórica todavía perdura y se sigue hablando de peróxidos para designar a los 

productos de la degradación primaria de una grasa. Estos productos evolucionan hacia los 

llamados de degradación secundaria que son fruto de las diversas rupturas de las moléculas de 

hidroperóxidos.  

Los factores que influyen en la auto-oxidación son: 

1. Activadores o prooxidantes 

a) El oxígeno, 

b) El grado de insaturación, de gran importancia en la cinética puesto que la degradación 

es geométricamente proporcional al grado de insaturación, 

c) Metales que catalizan el proceso de adición de oxígeno. Concentraciones muy bajas 

reducen a la mitad el tiempo de conservación, 

d) La exposición a la luz y el calor. 



28 

 

2. Desactivadores o antioxidantes 

Son sustancias que, en pequeñas cantidades, interfieren el proceso normal de oxidación y 

evitan o retardan la creación de productos de degradación. Generalmente actúan como 

receptores de radicales evitando su propagación, se conocen como antioxidantes: 

a) PG o galato de propilo, 

b) BHT o butilhidroxitolueno, 

c) BHA o butilhidroxianisol, 

d) Los tocoferoles, presentes principalmente en las grasas y aceites vegetales en forma de 

cuatro isómeros: alfa, beta, gamma y delta, con actividades distintas para cada uno de 

ellos. 

La legislación de cada país especifica cuáles de ellos pueden usarse y su concentración 

máxima permitida en los diferentes productos alimenticios. 

También se debe hablar de los sinérgicos, o sustancias que por sí solas no actúan como 

antioxidantes pero que acentúan la acción de los antioxidantes descritos. Como ejemplos de 

sinérgicos se pueden citar los ácidos cítrico, ascórbico, tartárico, fosfórico, los fosfolípidos y el 

EDTA. Se piensa que su acción se debe a la desactivación de los metales prooxidantes 

mediante su quelación, ya que en presencia de metales, los antioxidantes tienen muy poca 

eficacia. El más conocido y utilizado es el ácido cítrico. El ácido fosfórico es efectivo pero el nivel 

de dosificación es crítico ya que puede producir olores extraños aunque la estabilidad sea alta. 

Los fosfolípidos también son eficaces, pero de forma similar pueden presentar problemas de olor 

y sabor. 

Foto-oxidación  

Es la reacción de un doble enlace con oxígeno en presencia de luz y de un “sensibilizador” 

adecuado. Es una reacción más rápida que la auto-oxidación y la diferencia en la reactividad 

entre C18:1, C18:2 y C18:3 es aritméticamente proporcional al número de dobles enlaces. La 

riboflavina es un sensibilizador que activa el doble enlace y produce los mismos productos que la 

auto-oxidación. Pero la eritrosina o el azul de metileno activan el oxígeno que se acopla a un 
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carbono insaturado y provoca una migración del doble enlace.  Uno de los inicios de la auto-

oxidación de los aceites vegetales podrían ser reacciones de foto-oxidación por parte de los 

pigmentos naturales de dichos aceites, presentes incluso después del refinado. 

Degradación secundaria 

Los productos resultantes de la fisión de los hidroperóxidos pueden ser etano, eteno, 

pentano, aldehídos, cetonas, ésteres, lactonas, alcoholes o éteres, saturados o insaturados. 

Entre los aldehídos se pueden encontrar alcanales, alquenales, alcadienales, alcatrienales que 

pueden originar olores agradables o desagradables. 

La respuesta humana al olor depende de la concentración de un componente en particular y 

de la presencia de otros compuestos odoríferos. La concentración de muchos de estos 

compuestos, suficiente para generar una apreciación organoléptica, se mide en ppm e incluso en 

ppb. Por ello, cantidades muy pequeñas de productos de degradación pueden tener un efecto 

muy significativo sobre el olor de una grasa o de una matriz que la contenga. 

La formación de muchos de estos compuestos se explica a partir de la estructura original de 

los hidroperóxidos, por las rutas principales de ruptura de la molécula. Pero hay algunos que no 

se pueden explicar, bien sea por la presencia de sustratos no previstos como pueden ser trazas 

de ácidos no identificados con dobles enlaces en posiciones no habituales, bien sea por rutas de 

oxidación inusuales. 

Cuando la concentración de hidroperóxidos es baja, su descomposición se realiza a nivel 

monomolecular; esta vía es la más usual en muchos productos alimentarios: 

ROOH → RO. + .OH 

A medida que la oxidación progresa y aumenta la velocidad de formación de hidroperóxidos, 

se llega a concentraciones suficientes para que el mecanismo pase a ser bimolecular: 

ROOH + ROOH → RO. + ROO. + H2O 

En el proceso de oxidación de lípidos se originan tres tipos de radicales libres: alcóxidos, 

peróxidos y alquilos. Su evolución es muy importante en el desarrollo del enranciamiento.  
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Como se ha descrito, el proceso de oxidación se inicia con la formación de hidroperóxidos; se 

propaga por vía radicalaria, los hidroperóxidos se descomponen en moléculas de cadena corta, y 

los radicales libres se acoplan y forman polímeros. Gráficamente este proceso puede tener la 

expresión de la Figura 1. 

 

Figura 1. Evolución de los productos de degradación en función del tiempo. 

Si la oxidación no es el resultado de una aceleración controlada, no podemos definir el estado 

de oxidación de una grasa a partir del índice de peróxidos. Si una grasa tiene peróxidos es 

porque ha sufrido un proceso de oxidación, pero no se puede precisar en qué grado. Y, además, 

un índice de peróxidos bajo no permite afirmar que la grasa no está oxidada, como se ha visto en 

la evolución de los peróxidos a 180ºC. Por otra parte, el proceso de desodorización en el 

refinado de aceites, elimina los peróxidos. 

1.4.3. Modificación de aceites y grasas comestibles 

Se distinguen tres campos fundamentales en la modificación de aceites y grasas, estos son: 

• Las modificaciones biológicas que conducen a la obtención de nuevos aceites y grasas, 

• Las modificaciones físicas que alteran la composición y distribución de los componentes 

de aceites y grasas mediante elementos físicos, 



31 

 

• Las modificaciones químicas que producen un cambio en la estructura química de los 

componentes de aceites y grasas. 

Modificación Biológica  

Existen tres maneras de obtener nuevos aceites y grasas de fuentes vegetales: 

Una posibilidad es tomar una planta silvestre que produce aceite con un ácido graso y/o perfil 

de triglicéridos interesante y hacerla adecuada para el cultivo a escala comercial. Esto es 

generalmente un proceso lento que requiere muchos años.  

Un segundo enfoque, cuando existe diversidad genética, es cruzar especies apropiadas a 

través del proceso de reproducción de semillas. Esto se ha hecho de manera muy eficaz con las 

especies de Brassica para obtener las semillas oleaginosas de la colza. Además si es necesario 

la reserva de genes puede ser aumentada por tratamiento químico o irradiación sobre las 

semillas con el objetivo de que puedan producir nuevas especies con características 

interesantes. Esta es la base de las líneas de bajo ácido linolénico de las semillas de lino.  

Finalmente, pueden ser identificados los genes necesarios para aspectos particulares de la 

biosíntesis de ácidos grasos y triglicéridos en ciertas especies, estos genes pueden ser clonados 

y transferidos a otras plantas. La colza ha demostrado ser muy flexible en este aspecto, y su 

composición de ácidos grasos ha sido modificada de varias formas, algunas de las cuales ya han 

alcanzado la aplicación comercial. Los procedimientos de modificación de genes también se 

aplican a la soja y otras oleaginosas. En la actualidad se ha logrado comercializar también de 

esta manera aceite de girasol alto oleico. 

Otra fuente de nuevos lípidos son los microorganismos cultivados en medios de fermentación 

adecuados. La introducción comercial de una nueva fuente de lípidos no es una cuestión simple 

ya que tendrá que competir con los aceites existentes, disponibles a granel y a precios de 

productos básicos. La introducción comercial de estas grasas será difícil a menos que el aceite 

obtenido posea propiedades específicas novedosas, como los aceites que contienen γ-linolénico. 

La demanda y el interés en algunos cultivos nuevos pueden venir más de la industria 

oleoquímica que de la industria de la alimentación, ya que tradicionalmente la industria 

oleoquímica ha utilizado aceites de menor calidad y más baratos que los utilizados por la 

industria alimentaria. En la actualidad existe interés en nuevos cultivos que producen aceites con 
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altos niveles de un solo AG, como el ácido láurico, oleico, erúcico, o ácidos con grupos hidroxi o 

epoxi. 

Modificación física 

La mezcla de aceites y grasas para la producción de mezclas con mejores propiedades 

físicas o nutricionales tiene una larga historia. La mayoría de las mezclas contienen dos o más 

aceites con el objetivo de combinar propiedades nutricionales con propiedades físicas deseables. 

También se mezclan aceites con el objetivo de obtener una mezcla con propiedades semejantes 

a las iniciales a menor coste, para ello se han desarrollado diversos programas informáticos [98]. 

Por otro lado la interesterificación normalmente se lleva a cabo en mezclas de aceites. 

“Appetize Shortening” 

Es el resultado de la investigación conjunta entre el proveedor (Source Food Technology, Burnsville, 

MN EE.UU.) y CT Hayes de la Universidad de Brandeis. Permite el uso de grasas animales sin los 

inconvenientes que normalmente se asocian a esta grasa. Esto es posible mediante la eliminación del 

90% del colesterol de la grasa animal por un procedimiento patentado de destilación a vapor y mediante 

la mezcla de la grasa tratada con aceite vegetal suficiente para compensar el ácido mirístico en la grasa 

animal. Hayes demostró que, entre los ácidos grasos saturados, el ácido mirístico tiene el mayor efecto 

en los niveles de colesterol en plasma, pero estos efectos son insignificantes si el nivel de ácido linoleico 

es suficientemente alto [99-100]. Por lo tanto la mezcla debe contener entre dos y tres veces más ácido 

linoleico que ácido mirístico. El “Appetize Shortening” contiene poco o nada de ácido trans, en contraste 

con el aceite vegetal parcialmente hidrogenado que desea reemplazar. 

Aceites de fritura o “Good-Fry”  

Este aceite para fritura es una mezcla de aceites vegetales con alto contenido en AG oleico, como el 

de maíz o el de girasol, mezclado con hasta un 6% de aceite de sésamo y/o aceite de salvado de arroz, 

los cuales muestran una alta estabilidad oxidativa en virtud de los antioxidantes presentes como 

compuestos minoritarios. 

Es interesante saber que algunos de estos antioxidantes son especialmente activos a las 

temperaturas de fritura. La naturaleza del aceite vegetal (con sus bajos niveles de ácido linoleico) y la de 

los aceites de mezcla (con su alta estabilidad oxidativa) se combinan para producir un aceite de fritura 

muy estable. Por esta razón los aceites de fritura pueden utilizarse más tiempo que otros. Esto los hace 
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ser más seguros debido a sus bajos niveles de productos de oxidación y polimerización, además resultan 

más económicos ya que son reemplazados con menor frecuencia. 

Extracción y fraccionamiento de aceites y grasas  

La extracción y fraccionamiento de grasas y aceites, tanto de origen vegetal como de origen 

animal, es un importante campo de estudio. Dentro de los posibles procesos de extracción y 

fraccionamiento de aceites y grasas se encuentran el fraccionamiento tradicional, el 

fraccionamiento con urea, la destilación, la extracción con disolventes y la extracción con fluidos 

supercríticos. 

El fraccionamiento es un procedimiento usado para la separación de aceites y grasas en 

dos o más componentes en función de su solubilidad (en los aceites o grasas disueltas) y/o 

punto de fusión. 

Este tema ha sido revisado por Timms [99]. A la fracción menos soluble, con mayor punto de 

fusión, se le denomina estearinas y a la fracción más soluble, con menor punto de fusión, se le 

llama oleínas. Ambos productos pueden ser de interés industrial, en ocasiones ambas fracciones 

tienen valor, pero hay veces en las que sólo una de las fracciones es de interés y se debe buscar 

salida comercial a la fracción de menor valor. El fraccionamiento se puede repetir de nuevo 

sobre una de las fracciones obtenidas para dar nuevas fracciones, pero esto sólo es posible 

cuando se obtienen productos de alto valor para el mercado, como los sustitutos de la manteca 

de cacao. Este proceso se realiza generalmente de una de estas tres maneras: 

1. Cristalización a partir de un solvente como la acetona o hexano; ofrece productos de calidad 

superior, pero es más caro de operar, 

2. En el proceso de Lanza o Lipofrac una solución acuosa de detergente es añadida después 

de la cristalización de la grasa fundida. La estearina sólida, recubierta con el detergente, 

entra en la fase acuosa, lo que facilita la separación de la oleína de la estearina. Este 

procedimiento está en desuso. 

3. El método actual más utilizado consiste en fraccionamiento en seco. El aceite líquido se 

enfría lentamente para fomentar la producción de grandes cristales de estearinas, que luego 

se separan por filtración. 
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En el fraccionamiento en seco la cristalización se produce durante varias horas y requiere un 

buen control. La temperatura debe ser reducida a una tasa fija y esto debe ser combinado con 

una agitación eficiente pero lenta. El objetivo de la filtración es la completa separación de sólidos 

y líquidos, puede llevarse a cabo bajo presión reducida o bajo presiones de hasta 50 bar con un 

filtro. 

Este tipo de fraccionamiento se aplica principalmente al aceite de palma [100], a los aceites 

láuricos (coco y almendra de palma), al aceite de mantequilla, grasa animal, soja endurecida y al 

aceite de semilla de algodón. 

La grasa láctea contiene muchas más especies de triglicéridos que el aceite de palma, por lo 

que sus fracciones son menos diferenciadas. Las fracciones, ya sean por separado o después 

de la adición a la grasa láctea de nuevo, encuentran numerosos usos específicos, como la 

producción de mantequilla para untar (mezcla de la estearina dura con la oleína blanda) y de 

productos de panadería tales como pasta de hojaldre (grasa láctea y estearina) [101-102]. 

Fraccionamiento con urea. 

Cuando la urea cristaliza en metanol o etanol en presencia de ciertos compuestos alifáticos, 

forma prismas hexagonales que contienen un canal en el que los ácidos grasos o sus ésteres de 

alquilo pueden ser atrapados si tienen las dimensiones adecuadas [103]. 

Los AGS forman complejos estables con más facilidad que los AGI. El ácido oleico forma un 

compuesto de inclusión más fácilmente que los AGPI. En un caso típico de urea y AG 

mezclados, se cristaliza en metanol a 0-4º C. Los cristales se separan de las aguas madres, y 

los AG se recuperan de ambas fracción. Los AGPI, por lo general permanecen en las aguas 

madres. El procedimiento es sencillo, no hace daño a los PUFA, se puede repetir una o más 

veces para aumentar el enriquecimiento de un AG en particular y puede llevarse a cabo en un 

gramo, en un kilogramo o hasta escala de toneladas [104]. 

Este método ha sido utilizado para concentrar tanto γ-linolénico (del 18% al 80%) como ácido 

estearidónico (del 4% al 16%) del aceite de semilla de grosella negra [105]. Los AGPI ω3 de 

aceite de pescado también son fácilmente concentrados por el fraccionamiento con urea. Por 

ejemplo, el aceite de arenque con un 12% de AG ω3 (estearidónico, ácido eicosapentaenoico y 

ácido docosahexaenoico), produjo un concentrado con el 69% de estos tres ácidos, con el aceite 
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de arenque americano (menhaden oil) el nivel se elevó del 22% al 91% [106]. Por 

fraccionamiento con urea  la cantidad de AG ω3 de grasa de foca se elevó al 88% (DHA 68%), el 

proceso consistió en cristalización a -10°C durante 24 horas con una proporción de urea/AG de 

4.5 [107].  

El fraccionamiento con urea se está desarrollando como un procedimiento rápido y 

ecológicamente responsable para la separación de ácidos grasos [290-292]. 

Destilación 

La destilación no se aplica generalmente a los ésteres de glicerol (excepto para el aislamiento 

de MAG a partir de mezclas MAG/DAG), sino a los AG libres o a los ésteres de alquilo de bajo 

peso molecular. Por ejemplo, los ácidos C8 y C10, que son componentes importantes de los 

triglicéridos de mediana longitud, se recuperan por destilación de los AG libres a partir de aceites 

láuricos (coco, almendra de palma). Para los AG y ésteres de alquilo de alto peso molecular se 

suele emplear la destilación molecular. 

La demanda de los consumidores de alimentos naturales, libres de residuos y contaminantes, 

así como las crecientes restricciones al uso de disolventes orgánicos impuestas por las 

legislaciones alimentarias de los diferentes países, obligan a la tecnología de alimentos a 

avanzar en la búsqueda de nuevos procesos y nuevos productos. La destilación molecular es un 

proceso de separación térmica eficiente que produce una mínima descomposición térmica 

produciendo un producto de máxima calidad. Esta técnica es de utilidad para destilar, concentrar, 

purificar, separar o desodorizar mezclas complejas. 

La destilación molecular es una tecnología basada en la evaporación de los componentes de 

una mezcla de baja volatilidad en contacto con una superficie calefactada y su posterior 

condensación en una superficie fría muy cercana a la anterior [108]. Esta operación se lleva a 

cabo a muy bajas presiones, del orden de 10-6 bar. A estas presiones se consiguen altas 

volatilidades relativas de los componentes de la mezcla, lo que permite trabajar a bajas 

temperaturas, algo que es muy beneficioso en la separación de compuestos termolábiles. Esta 

técnica se ha utilizado en el aislamiento de concentrados de ácidos de cadena larga como el 

EPA (C20:5) y DHA (C22:6) [109]. Este suele ser el último paso en el procedimiento de 

purificación y está precedido por otros métodos de concentración.  
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A diferencia de los evaporadores y destiladores convencionales la destilación molecular se 

lleva a cabo sobre una película muy fina de la mezcla a destilar y se realiza durante tiempos muy 

cortos a alto vacío protegiendo así sustancias sensibles térmicamente. Las claves de la 

superioridad de este proceso incluyen el corto tiempo de residencia del líquido alimentado, 

trabajar a temperaturas considerablemente bajas debido a la alta capacidad de vacío, y la gran 

eficacia en la transferencia térmica y de masa. 

Estas características hacen que la destilación molecular sea una técnica de separación 

adecuada para purificar o concentrar productos termosensibles de alto peso molecular, de 

elevada viscosidad o de altos puntos de ebullición y/o fusión. 

Esta tecnología tiene diversas aplicaciones en la industria de grasas y aceites, petroquímica, 

farmacéutica, cosmética y perfumería. Han sido descritos diversos procesos que utilizan la 

destilación molecular aplicados a: la recuperación de compuestos de alto valor añadido 

(esteroles y tocoferoles) a partir de destilados desodorizados [295-297], refinación física de 

aceites vegetales [110], Concentración de monoglicéridos [111], recuperación de antioxidantes 

naturales a partir de diversas fuentes vegetales [112], recuperación de carotenoides a partir de 

aceite de palma [113], concentración de escualeno a partir de aceite de hígado de tiburón [114]. 

Extracción y fraccionamiento con fluidos supercríticos 

Las tecnologías tradicionalmente utilizadas para la obtención de extractos alimentarios 

utilizan disolventes orgánicos, que comportan un riesgo debido a su toxicidad, a su poder 

inflamable y a los residuos que generan. Por este motivo, se han desarrollado nuevas 

tecnologías respetuosas con el medio ambiente, que no representan ningún riesgo para la salud 

y que garantizan una calidad superior de los productos.  

Aunque las propiedades disolventes de los fluidos supercríticos fueron inicialmente 

observadas por Hannay y Hogarth, en el año 1880 [115], es en el año 1974 cuando se presentan 

las primeras patentes de descafeinado del café mediante extracción con fluidos supercríticos 

[116-117], y es entonces cuando la extracción con fluidos supercríticos (SFE) despierta interés 

en la tecnología de alimentos como técnica de procesado. 

La SFE es una técnica de separación de sustancias disueltas o incluidas dentro de una 

matriz, basada fundamentalmente en la capacidad disolvente que tienen determinados fluidos en 
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estado supercrítico (FSC). La extracción con fluidos supercríticos está plenamente implantada a 

escala comercial en la obtención del lúpulo para la elaboración de cerveza, la obtención de café 

y té sin cafeína y para la extracción de aromas y sabores de especias y hierbas aromáticas. 

Los fluidos supercríticos son líquidos o gases en condiciones ambientales, llevados a unas 

condiciones operativas de presión elevada y temperatura moderada, por encima de su punto 

crítico. La propiedad más importante que presentan es su elevado poder disolvente en estado 

supercrítico. El poder disolvente de los FSC puede ser modulado modificando su densidad. La 

densidad del fluido supercrítico puede modificarse cambiando las condiciones de presión y 

temperatura aplicadas,  permitiendo así la disolución selectiva de sustancias en el FSC. 

Como se observa en la Figura 2, los tres estados de la materia están separados por líneas 

que representan los equilibrios sólido-líquido o de fusión, sólido-gas o de sublimación y líquido-

gas o de vaporización. También aparecen dos puntos característicos: el punto triple, donde 

coexisten los tres estados, y el punto crítico, al final de la curva de vaporización, caracterizado 

por una presión crítica (Pc) y una temperatura crítica (Tc). 

 

Figura 2. Esquema representativo del diagrama de presión-temperatura de los estados de la 

materia. 

En el punto crítico dejan de existir las fases líquida y gaseosa como tales, apareciendo una 

nueva fase llamada fase supercrítica, donde el poder disolvente puede ser bajo o alto, sin que se 
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produzca un cambio de fase, sólo realizando pequeñas variaciones de presión y temperatura. 

Por encima del punto crítico la sustancia no es un líquido ni un gas propiamente dicho, pero 

posee propiedades de ambos. En este estado, el material es compresible, llena y toma la forma 

de su contenedor; características que no tiene cuando está en estado líquido (fluido no 

compresible que ocupa el fondo del contenedor). No obstante tiene la densidad de un líquido y 

por tanto su poder disolvente [118]. 

El poder disolvente de una sustancia pura depende, en gran parte, de su densidad. La 

densidad por encima del punto crítico depende básicamente de la presión y la temperatura pero, 

en cualquier caso, está más cercana a la de los líquidos que a la de los gases. La densidad 

aumenta si lo hace la presión a temperatura constante y si disminuye la temperatura a presión 

constante. Esta es la causa de sus buenas propiedades disolventes, ya que las interacciones 

entre las moléculas del fluido y las del soluto son fuertes. En las proximidades de la temperatura 

crítica de un fluido, el cambio en la densidad ocurre de forma rápida en un intervalo de presión 

pequeño, que hace difícil su control. 

La viscosidad es mucho más baja que la de los líquidos, lo que le confiere propiedades 

hidrodinámicas favorables. Aunque la viscosidad aumenta rápidamente en la región crítica, su 

valor es un orden de magnitud inferior que el de los disolventes líquidos orgánicos, incluso a 

altas presiones (300-400 bar). La bajísima tensión superficial permite una alta penetrabilidad a 

través de sólidos porosos y lechos empaquetados. Estas características son importantes para 

otra de las aplicaciones de estos fluidos: su uso cromatográfico. 

Como sucede con otras operaciones de extracción, la extracción con CO2 supercrítico es un 

proceso de separación que depende básicamente de dos factores: transferencia de materia y 

equilibrio de fases [119]. Los fluidos supercríticos tienen coeficientes de difusión intermedios 

entre los líquidos y los gases. Estos coeficientes de difusión altos, junto a valores reducidos de la 

viscosidad, permiten que los fluidos supercríticos sean capaces de penetrar y difundir a través de 

matrices de muy diverso tipo, lo que les confiere unas características de transferencia de materia 

mejores que las de los líquidos. Por esta razón, los procesos de extracción con este tipo de 

fluidos son rápidos. En general, la difusión del fluido supercrítico aumenta con la temperatura y 

disminuye con la presión. Por otro lado el coeficiente de difusión de un compuesto en un fluido 

supercrítico se reduce cuando se emplean modificadores, debido a las interacciones entre el 

compuesto y el modificador, y entre el compuesto y el disolvente [120]. 



39 

 

El tipo de extracción depende del tipo de material de partida que se emplee. Así se pueden 

distinguir procesos extractivos en la que los solutos están disueltos en una matriz líquida, solutos 

disueltos en una matriz semisólida, solutos disueltos en líquidos dentro de una matriz sólida o 

solutos disueltos en una matriz sólida. Cuando el material de partida es sólido, la estrategia se 

basa en la difusión del fluido supercrítico a través de la matriz sólida. Por el contrario cuando el 

material que se quiere procesar es líquido, el proceso que se lleva a cabo es una extracción en 

columna en contracorriente, en la que el fluido supercrítico se introduce por la parte inferior y la 

muestra por la parte superior de la columna. Este tipo de proceso se puede llevar a cabo de 

manera continua, lo que supone una gran ventaja comercial [121]. En este tipo de procesos se 

obtiene un extracto, en la parte superior de la columna, y una mezcla de compuestos no 

extraídos por el fluido supercrítico, en la parte inferior de la columna. En estas extracciones es 

muy importante la relación entre el flujo del fluido supercrítico y el flujo de muestra alimentado, 

esto se denomina relación disolvente/alimentación o “Solvent to Feed” (S/F). La relación S/F es 

una variable que tiene gran relevancia en la transferencia de materia y el equilibrio de fases en 

procesos de extracción en columna en contracorriente. 

Además de todas las propiedades mencionadas anteriormente, un fluido supercrítico debe 

poseer otras para ser empleado como disolvente en la industria alimentaria. En este sentido, el 

dióxido de carbono presenta una serie de características que hacen que su uso sea ventajoso 

frente a otras sustancias, como: ser incoloro, inodoro, barato, fácilmente eliminable, no dejar 

residuo, ni ser tóxico, ni inflamable, ni corrosivo, ni oxidante. Por otro lado el CO2 posee baja 

tensión superficial y sus condiciones críticas son fácilmente alcanzables. Tiene una densidad 

relativamente alta en el punto crítico, lo que le confiere un alto poder solvente. Además se 

adquiere de forma comercial con diferentes grados de pureza y está admitido como disolvente 

seguro (GRAS). 

Generalmente los disolventes polares tienen mayor capacidad solvente que los apolares y 

pueden disolver compuestos de diferente polaridad. Una limitación que presenta el dióxido de 

carbono como fluido supercrítico es su carácter apolar. Por otro lado la solubilidad en el CO2 

supercrítico disminuye a medida que aumenta el peso molecular de los compuestos a disolver. 

Esta característica puede no ser una desventaja, ya que confiere mayor selectividad en la 

extracción de compuestos y aumenta las posibilidades de fraccionamiento. Moyler estudió la 

solubilidad de diferentes ingredientes vegetales en CO2 supercrítico [307-308]. Al mismo tiempo 
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el CO2 es susceptible de ser polarizado al variar la densidad, es decir, al variar la presión y la 

temperatura. Esta capacidad en el CO2 es mucho menor que en los hidrocarburos, por ejemplo, 

para conseguir una polaridad por unidad de volumen comparable a la del ciclohexano líquido se 

necesita una presión de 2700 bar y 45 ºC [122]. Existe una alternativa al uso de condiciones tan 

extremas que consiste en la adición de pequeñas cantidades (<10%) de modificadores. Los 

modificadores son sustancias polares que, al ser añadidas junto con el CO2, varían 

enormemente la polaridad del fluido supercrítico. 

Los disolventes más frecuentemente usados como modificadores en tecnología de alimentos 

son el etanol, el metanol y la acetona. Los inconvenientes del uso de modificadores son los 

atribuibles al uso de disolventes orgánicos. Sin embargo, la baja dosificación y su solubilidad en 

el fluido supercrítico, hacen que sus residuos en el extracto sean prácticamente inapreciables. 

En tecnología de alimentos se tiende a evitar su uso o restringirlo al etanol. 

Del Valle y Aguilera revisaron el estado de la SFE en la industria alimentaria destacando 

como aplicaciones comerciales: la extracción de lúpulo, saborizantes, colorantes, antioxidantes y 

otros compuestos bioactivos naturales, descafeinado del café y fraccionamiento de aceites y 

grasas [123]. 

Brunetti y colaboradores estudiaron en 1989 la desacidificación de aceites de oliva mediante 

fluidos supercríticos [124], esto condujo al desarrollo de una patente en 1995 para la 

desacidificación de aceites vegetales [125]. Mangold señaló que las ventajas de la extracción 

con CO2 supercrítico, en función de la calidad del aceite obtenido, con respecto a la extracción 

con disolventes orgánicos son [126]: Aceites prácticamente libres de fosfolípidos y glicolípidos 

(los aceites convencionales contienen hasta un 1–3 % de lípidos polares), menor contenido de 

hierro y gosipol, obtención de aceites más claros y desodorizados, menores pérdidas por 

refinación y menor requerimiento de sosa cáustica. 

Brunner afirmó que la separación de ácidos grasos libres mediante destilación a vacío es 

eficaz, pero usando CO2 supercrítico, dicha separación se puede llevar a cabo a temperaturas 

mucho menores [127]. Molero Gómez y Martínez de la Ossa compararon la extracción de 

germen de trigo con CO2 supercrítico y con hexano, llegando a la conclusión de que la SFE es 

competitiva económicamente ya que simplifica las etapas de refinado y elimina por completo la 

etapa de destilación con disolvente, siendo estas etapas las más costosas en términos de 
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consumo energético [128]. Friederich y List compararon la extracción con CO2 supercrítico y con 

hexano de aceite de soja comprobando que se obtenían rendimientos similares (en torno al 20%) 

y la misma composición de AG [129]. 

Debido a sus condiciones suaves de extracción y la atmósfera no oxidante que proporciona, 

la SFE con CO2 supercrítico es una herramienta ideal para la extracción de antioxidantes 

lipídicos [130]. No obstante, también se ha comprobado que a veces la estabilidad oxidativa de 

los aceites de nuez [321-322] y de girasol [131] extraídos por SFE con CO2 es menor que en el 

aceite obtenido a través de métodos mecánicos. Se piensa que estas diferencias se podrían 

deber al contenido en O2 que podría tener el CO2 supercrítico empleado en estos estudios. Esta 

inestabilidad es mayor cuando se tratan aceites refinados con CO2 supercrítico, ya que el 

contenido de tocoferoles de partida es menor, pudiéndose mejorar añadiendo trazas de ácido 

ascórbico [131]. 

Cheung y colaboradores compararon la extracción de lípidos a partir de algas pardas 

(Sargassum hemiphyllum) mediante extracción con CO2 supercrítico y extracción Soxhlet, 

obteniendo altos rendimientos comparables a la extracción Soxhlet. Además obtuvieron 

cantidades de AG ω-3 significativamente superiores mediante SFE [132]. 

Modificación química de lípidos 

Una reacción química en la que, a partir de unas moléculas se obtienen unos productos 

diferentes, siempre implica una redistribución de enlaces [133]. Cuando, por ejemplo, 

representamos una reacción como A+B→C+D, estamos indicando implícitamente un balance de 

materia, es decir, que los átomos presentes en A y B se encuentran también en C y D, aunque, 

evidentemente, están distribuidos de forma diferente. 

Una reacción química puede considerarse tanto desde una perspectiva termodinámica como 

desde un punto de vista cinético. En el primer caso, lo más inmediato es indicar el cambio de 

energía libre que se produce al transcurrir la reacción. Por ejemplo, si la reacción A+B→C+D 

transcurre en condiciones estándar, la variación de energía libre es ∆Gº. Evidentemente, el valor 

de esta magnitud no representa la variación real de energía libre, ya que raras veces se dará la 

reacción en condiciones estándar, es decir, con todos los reactivos y productos a concentración 

1M. Pero sí aporta un dato valioso: un valor de ∆Gº negativo, por ejemplo, indica que la reacción 
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tiende a producirse de izquierda a derecha, aunque las condiciones actuales puedan obligar a lo 

contrario. En las reacciones de hidrólisis ∆Gº es siempre negativo: el aumento de entropía que 

implica la escisión hidrolítica de un compuesto químico es responsable de ello. Los aceites 

comestibles, por concretar, son triésteres de glicerol con ácidos grasos, luego para su hidrólisis 

∆Gº<0. Si se mezcla el aceite (A) con agua (B), necesariamente se tendrá ∆G<0. La reacción de 

hidrólisis, en principio, debe producirse con una gran liberación de energía, pero todos tenemos 

experiencia de que al mezclar aceite con agua, el aceite permanece inalterado durante mucho 

tiempo. La razón de esta aparente paradoja estriba en que en una reacción química, para que 

los reactivos se conviertan en productos es preciso pasar por un estado intermedio, el estado de 

transición. Como se esquematiza en la Figura 3, en el estado de transición ni se han terminado 

de romper los enlaces que hay en A y B, ni se han acabado de formar los que han de aparecer 

en C y D. El estado de transición representa una situación inestable, de modo que, para pasar de 

A+B a C+D, es necesario comunicar a los reactivos la energía necesaria para que alcancen el 

estado de transición. Esta energía se denomina energía de activación, y se representa con el 

símbolo ∆G‡. Es evidente que la existencia de un estado de transición implica una dificultad al 

progreso de la reacción y que cuanto mayor sea el valor de ∆G‡, tanto más difícil será que la 

reacción se produzca. 

 

Figura 3.Esquema del curso de una reacción donde se representa el estado de transición. 

La consideración de una reacción desde un punto de vista cinético es fácil si se trata de una 

reacción elemental. Por ejemplo, para una reacción A→B, la velocidad, 
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será proporcional a la concentración de A, es decir, v=k[A]. La constante de proporcionalidad, 

k, recibe el nombre de constante cinética y mide la facilidad intrínseca con que los reactivos se 

convierten en productos. Si la reacción elemental implica dos moléculas, es evidente que la 

velocidad dependerá de la concentración de ambas de modo que v=k[A][B]. 

Las consideraciones elementales anteriores, sobre cinética y termodinámica de reacciones 

químicas no son independientes. Intuitivamente se puede pensar que debe existir una relación 

entre ∆G‡ y k, de modo que una energía de activación grande, al implicar un mayor obstáculo al 

avance de la reacción, se correlaciona con una constante cinética pequeña. Por otro lado, es 

también evidente que el valor de la energía de activación no tiene ningún efecto sobre el balance 

energético de la reacción. Independientemente de cuál sea la magnitud de ∆G‡, ∆Gº permanece 

invariable. En el transcurso de la reacción, la energía de activación que hay que comunicar a los 

reactivos para que alcancen el estado de transición, es devuelta al pasar desde este a los 

productos. 

Continuando con el ejemplo de la hidrólisis de un éster, donde A y B son el éster y el agua 

respectivamente, mientras que C y D representan al ácido y el alcohol resultantes. En el estado 

de transición el desplazamiento parcial de los electrones del enlace C=O hacia el oxígeno hace 

posible que un par de electrones libres del agua realice un ataque nucleofílico al carbono del 

éster. Como consecuencia, aparece un enlace parcial entre el átomo de carbono, que pasa a ser 

tetraédrico, y el oxígeno del agua. Pero éste queda con una carga parcial positiva y esta es la 

causa principal de la inestabilidad del estado de transición, ya que el oxígeno es un elemento 

electronegativo. De hecho, esta inestabilidad puede implicar una energía de activación tan 

elevada que en muchos casos la reacción de hidrólisis de ésteres, pese a ser exergónica, no se 

produce al mezclarlos con agua. 

No obstante, la química orgánica enseña que en presencia de sosa concentrada sí se 

produce la hidrólisis de los ésteres. Desde tiempo inmemorial se ha empleado este 

procedimiento para fabricar jabones sólidos (sales sódicas de los ácidos grasos) a partir de 

grasas y aceites. Este proceso precisamente ha dado el nombre, saponificación, a la reacción de 
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hidrólisis de ésteres en presencia de una base fuerte como la sosa. ¿Cuál es el motivo por el que 

una base facilita la reacción de hidrólisis? Hay que advertir que lo esencial de una base es que 

posea un par de electrones libres capaces de captar un protón. Pues bien, la base puede ceder 

parcialmente sus electrones libres a la molécula de agua reactiva, de modo que compense la 

carga negativa que poseería de otro modo el oxígeno en el estado de transición. En 

consecuencia, la inestabilidad del estado de transición (y la energía de activación) disminuye. 

Por lo que se ha comentado antes, la reacción se acelera en presencia de la base. Además al 

término de la reacción, los productos formados son los mismos que si la base no hubiera estado 

presente y, lo que es más importante, la base se recupera en el mismo estado inicial. De este 

modo, la base acelera la reacción sin consumirse en ella. Este es el rasgo fundamental de un 

catalizador químico: facilitar cinéticamente las reacciones sin gastarse. Una única molécula de 

catalizador puede participar así en la transformación de un número muy elevado (en teoría, 

indefinido) de moléculas de reactivos. Un catalizador, aunque estabiliza el estado de transición y 

rebaja, por tanto, la energía de activación, no altera el balance termodinámico de la reacción. El 

valor de ∆Gº no se afecta y, como ∆Gº=RT ln Keq, el estado final de la reacción, (el estado de 

equilibrio termodinámico), no se afecta por la presencia de un catalizador; simplemente, se 

alcanza más rápidamente. 

Por otro lado no hay que olvidar que la reacción transcurre en disolución, y que las moléculas, 

por tanto, poseen libertad de movimiento. Teniendo presente esta circunstancia, es razonable 

pensar que la estabilización del estado estacionario es un suceso sumamente improbable. En 

efecto, exige la concurrencia de tres moléculas, la del éster, la de agua y la base con una 

disposición espacial concreta. No basta que la molécula de agua se acerque a la del éster; es 

preciso que lo haga de modo que uno de los pares de electrones libres del oxígeno quede 

orientado hacia el carbono para poder realizar el ataque nucleofílico. Y la base debe acercarse a 

la molécula de agua de forma que sus electrones libres queden en proximidad de uno de los 

átomos de hidrógeno del agua. Por este motivo, en las reacciones de saponificación se emplea 

sosa muy concentrada: la abundancia de iones OH-, aumenta la probabilidad de la formación de 

este complejo. 

El ejemplo que se ha mencionado corresponde a un tipo particular de catálisis, la catálisis 

ácido-base. Pero los rasgos fundamentales de la catálisis, es decir, rebajar la energía de 

activación por estabilizar el estado de transición (y, por ende, facilitar cinéticamente la reacción), 
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no consumirse en ella y no alterar su balance termodinámico, son comunes a todos los 

mecanismos catalíticos. 

Los catalizadores que emplean los organismos vivos son las enzimas. Llama la atención que 

las enzimas son catalizadores mucho más eficaces que cualquier catalizador químico. Se acaba 

de hablar de la saponificación de los ésteres. Pues bien, para completar la reacción de hidrólisis 

de una grasa en presencia de NaOH concentrada (p. ej., 1 M) hacen falta unas 3 horas a 100ºC 

aproximadamente. Sin embargo, la digestión de las grasas en el organismo, que implica su 

hidrólisis, se completa en mucho menos tiempo y a 37º C, gracias a la actuación de unas 

enzimas, las lipasas. Además, las enzimas poseen otra propiedad de la que carecen los 

catalizadores químicos: la especificidad. La catálisis que ejerce la sosa, puede emplearse para la 

hidrólisis de cualquier éster, pero también para la hidrólisis de amidas, de anhídridos, etc. e 

incluso para otras reacciones no hidrolíticas. Sin embargo, una hidrolasa (una enzima que 

cataliza reacciones de hidrólisis) no es capaz de catalizar otro tipo de reacciones. Más aún, las 

enzimas no sólo poseen especificidad de reacción, sino también de sustrato. Una lipasa no 

hidroliza (al menos, no lo hace con eficacia) un éster distinto de un triacilglicerol, ni una amida, 

etc. Y la asparaginasa, enzima que hidroliza el enlace amida de la asparagina, no cataliza 

apenas la hidrólisis de la glutamina, que sólo difiere de la asparagina en poseer un átomo de 

carbono más. 

En 1897 Sabatier y Senderens demostraron que los compuestos olefínicos se podrían reducir 

con hidrógeno en presencia de níquel o de otro catalizador metálico. Poco después Normann 

aplicó el proceso sobre grasas insaturadas. La hidrogenación parcial es un proceso muy utilizado 

para la modificación de aceites líquidos obtenidos a partir de semillas oleaginosas o de pescado 

[99]. 

En 1990 se afirmó que una tercera parte de las grasas comestibles eran hidrogenadas y sólo 

una décima parte procedían del fraccionamiento o la interesterificación. Estas proporciones han 

cambiado probablemente a la luz de los crecientes volúmenes de aceite de palma para el 

fraccionamiento, y la preocupación por los ácidos trans formados durante la hidrogenación 

parcial. La hidrogenación es adecuada para aceites vegetales altamente insaturados como los 

de soja, colza y algodón, así como para los aceites de pescado; mientras que el fraccionamiento 

es de mejor aplicación para el aceite de palma y otros aceites saturados. 
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Al hidrogenar parcialmente un aceite se producen los siguientes cambios: 

• Un cambio en el punto de fusión del aceite como consecuencia de la mayor proporción de 

ácidos monoeno saturados y/o trans, esto afecta a la capacidad de ser extendido, a la 

respuesta oral, y al rendimiento de cocción. Se produce una mejora en la estabilidad frente 

a la oxidación atmosférica, ya que se produce una reducción de los niveles de ácidos 

poliinsaturados que son tan fácilmente oxidados. 

• Se produce una reducción en el valor nutricional del producto, en relación con la reducción 

de los niveles de ácidos grasos esenciales (α-linolénico y linoleico), y en relación con el 

aumento de los niveles de AG trans y AG saturados. Es posible volver a agregar los ácidos 

grasos esenciales en el producto final mediante la mezcla con aceites apropiados. 

• Debido a la reacción con el hidrógeno en presencia de un catalizador heterogéneo, los 

centros insaturados en el aceite a hidrogenar pueden sufrir uno de estos tres destinos: (1) El 

doble enlace puede reaccionar con el hidrógeno y se satura, como consecuencia de esto se 

reducen los ácidos dieno a monoenos y los ácidos monoeno se saturan. (2) El doble enlace 

puede cambiar la configuración de los isómeros naturales cis y transformarse en ácidos 

trans, estos tienen un punto de fusión más alto que los isómeros cis, por lo que este cambio 

conduce a un aumento en el punto de fusión sin ningún tipo de incorporación de hidrógeno 

o cambio en el índice de yodo. (3) La interacción entre el doble enlace, el catalizador y el 

hidrógeno puede llevar a la migración del doble enlace. 

Cuando se hidrogena parcialmente el ácido linoleico se espera obtener sólo monoenos C18 

(∆9 y ∆12) pero cada uno de ellos puede continuar reaccionando. Bajo condiciones de 

hidrogenación selectiva extendida, el producto obtenido es más complejo y los ésteres de C18-

monoeno pueden incluir los isómeros cis y trans desde ∆5 a ∆15 (22 isómeros). 

La hidrogenación parcial es un proceso flexible y puede producir diferentes productos 

dependiendo de la naturaleza del material de partida, el grado de hidrogenación y la selectividad 

del catalizador, lo que influye en la proporción de los isómeros monoenos cis y trans y en las 

cadenas de acilo saturado. La naturaleza de los productos de hidrogenación se controla a través 

de las condiciones del proceso. Los factores más importantes son el catalizador (diámetro de 

poro, longitud de los poros, nivel de actividad y cantidad), la temperatura de reacción, la presión 
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de hidrógeno y el grado de agitación (que afecta a la transferencia de hidrógeno y aceite hacia y 

desde la superficie del catalizador). La hidrogenación (reducción) se ve favorecida por una alta 

concentración de hidrógeno en el catalizador (aumento de la presión, y aumento de agitación), 

mientras que la isomerización se ve favorecida por factores que conducen a un aumento en la 

demanda de hidrógeno (utilización de un aceite más insaturado, aumento de la temperatura y 

aumento de la concentración y actividad del catalizador). 

El catalizador comercial que se utiliza es el níquel. La reacción se efectúa normalmente a 

temperaturas entre 180 y 200ºC y a una presión alrededor de 3 bar. Los catalizadores son 

mejorados continuamente. El Informe Hastert [134] mostró como la carga de níquel caía 

continuamente desde el 0,25% (antes de 1960) al 0,1% (en 1970) y 0,05-0,1% (en 1990), 

actualmente lo normal es una carga de níquel de entre 0.025 y 0.05%. Esto es en parte una 

consecuencia en la mejora de diseño de la planta, pero además se debe considerar que el área 

superficial del catalizador ha aumentado de 70m2/g en 1970 a 180m2/g en 1993. Desarrollos 

interesantes que se están llevando a cabo implican el uso de metales preciosos (platino y 

paladio) que, aunque más caros, ofrecen una mayor velocidad de reacción a menores 

temperaturas y con menos formación de isómeros trans. De esta manera la hidrogenación podrá 

continuar existiendo como una técnica de procesamiento adecuada por muchos años. 

Por otro lado King y col. describieron un proceso de hidrogenación de aceites vegetales 

utilizando mezclas de CO2 supercrítico e hidrógeno. Este proceso se llevó a cabo con presiones 

superiores a 138 bar y temperaturas de 120-140ºC y un catalizador convencional de Ni [135], de 

esta manera se utiliza el fluido supercrítico como medio de la reacción. 

La producción de grasas para untar, como alternativa a la mantequilla, ha conducido a una 

mayor demanda de grasas sólidas. La mayor parte de esta demanda ha sido satisfecha por el 

uso de aceites vegetales parcialmente hidrogenados, pero la preocupación sobre los efectos de 

los ácidos insaturados trans, ha aumentado el interés en buscar formas alternativas para la 

producción de grasas con el punto de fusión requerido. Esto se puede lograr por 

interesterificación de las grasas naturales o previamente fraccionadas. Los productos obtenidos 

de esta manera probablemente contienen más ácidos grasos saturados que sus equivalentes 

parcialmente hidrogenados, pero no tendrán ningún ácido graso trans [136]. La interesterificación 

puede llevarse a cabo utilizando un catalizador químico o enzimático. 
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La interesterificación se efectúa generalmente en lotes de 10-15 toneladas a 80-90ºC durante 

30-60 minutos, a un costo no muy diferente al de la hidrogenación parcial. No requiere equipos 

costosos ni el uso de gases explosivos. Para obtener un producto con las propiedades deseadas 

un aceite  “blando” es interesterificado con un uno “duro”, que puede ser una estearina 

fraccionada, un aceite láurico, o un aceite de semilla totalmente hidrogenado. Esta última es una 

opción aceptable científicamente e industrialmente, pero tiene la desventaja de que la palabra 

hidrogenado tendrá que aparecer en la etiqueta. El cliente medio no aprecia la diferencia entre 

grasas parcialmente hidrogenadas (con AGI trans) y totalmente hidrogenadas (sin AG 

insaturados). 

El catalizador empleado normalmente es un metal alcalino en una concentración de 0,1-0,2% 

o un alcoholato de sodio (por lo general metóxido de sodio) a una concentración de 0.2-0.3%. Se 

cree que el verdadero catalizador es un anión DAG obtenido como resultado de la interacción del 

álcali con el triglicérido. Puesto que el catalizador es fácilmente destruido por ácido, agua o 

peróxidos, el aceite a interesterificar debe estar libre de estas impurezas. Los aceites naturales y 

aceites fraccionados por lo general no tienen sus cadenas de acilo organizadas de forma 

aleatoria, la interesterificación con un catalizador químico provoca que estos AG se dispongan 

aleatoriamente en el triglicérido. No hay ningún cambio en la composición de ácidos grasos, sólo 

en la composición de los triglicéridos, pero esto conduce a una modificación de las propiedades 

físicas de la grasa. Con catalizadores enzimáticos se pueden lograr interesterificaciones 

selectivas. 

Las aplicaciones típicas de la interesterificación son las siguientes:  

• Las estructuras cristalinas de las margarinas obtenidas a base de aceite de girasol o de 

colza, junto con los aceites hidrogenados, se estabilizan por interesterificación, que conduce 

a la asignación al azar de los ésteres de glicerol. 

• Se obtienen grasas sólidas con un 60% de ácidos grasos esenciales por medio de la 

interesterificación del aceite de girasol con un 5% de grasa “dura”. 

• La margarina producida por interesterificación, por ejemplo de estearina de palma y aceite 

de girasol (1:1), no contiene grasas hidrogenadas y por lo tanto tampoco ácidos trans. 

• La interesterificación química se utiliza en la producción de caprenin, salatrim y olestra. 
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La interesterificación también puede ser catalizada por enzimas, muchas de las cuales 

muestran útiles características de especificidad. Las lipasas 1,3-específicas, tales como las 

derivadas de Aspergillus niger, Mucor javanicus, Mucor miehei, arrhizus, Rhizopus delemar y 

Rhizopus niveus son particularmente útiles para la interesterificación. Estas enzimas se utilizan 

para llevar a cabo el intercambio de acilo en las posiciones sn-1 y sn-3, dejando grupos acilo en 

la posición sn-2 sin alterar. [138]. 

Unilever tiene una patente para la mejora de la fracción media del aceite de palma para 

obtener un equivalente a la manteca de cacao. La fracción media del aceite de palma es rica en 

ácido palmítico y tiene muy poco ácido esteárico, esta deficiencia puede paliarse por acidolisis 

enzimática con ácido esteárico. La reacción se limita al intercambio de ácido palmítico por ácido 

esteárico en las posiciones sn-1 y sn-3, dejando inalterado el ácido oleico en la posición sn-2. La 

interesterificación química daría lugar a la asignación aleatoria de todas las cadenas de acilo en 

el triglicérido, y los productos obtenidos tendrían un comportamiento de fusión diferente del 

requerido para un equivalente a la manteca de cacao. Otro de los productos fabricados por 

Unilever utilizando la interesterificación enzimática, con nombre Betapol, se utiliza como 

componente de preparados para lactantes [137]. 

Bohenin es el nombre dado a glicerol 1,3-behenato 2-oleato, que inhibe la floración de grasa 

cuando se añade al chocolate. Se produce en Japón por interesterificación enzimática de 

trioleína y ácido behénico (C22:0) en presencia de una lipasa 1,3 estereoespecífica.  

Existe gran cantidad de trabajos que muestran cómo, con una enzima apropiada como Mucor 

miehei o Candida antarctica, ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga como el EPA y/o 

DHA pueden ser introducidos en los aceites vegetales o glicéridos sintéticos para dar productos 

con mayor valor nutritivo. De la misma manera AG C8 y C10 pueden ser introducidos en aceites 

vegetales, con el consiguiente cambio en las propiedades nutricionales y valores de energía. Los 

triglicéridos que se obtienen de esta manera pueden tener un AGCL y dos AGCC o dos AGCL y 

un AGCC [138]. Esta reacción puede ser utilizada para producir triglicéridos con ácidos de 

cadena corta y media en las posiciones sn-1 y sn-3 fácilmente metabolizables, y un ácido graso 

esencial en la posición sn-2. Este tema ha sido objeto de revisión [139]. 
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Modificación enzimática de lípidos 

Las enzimas son sustancias de naturaleza proteica que catalizan reacciones químicas, 

siempre que sean termodinámicamente posibles. En estas reacciones, las moléculas sobre las 

que actúa la enzima son llamadas sustratos, y estas los convierten en diferentes moléculas, los 

productos. Casi todos los procesos en las células necesitan enzimas para que ocurran en tasas 

significativas. Las reacciones mediadas por enzimas se denominan reacciones enzimáticas.  

Las enzimas son generalmente proteínas globulares que pueden presentar tamaños muy 

variables. Las actividades de las enzimas vienen determinadas por su estructura tridimensional, 

que a su vez viene determinada por la secuencia de aminoácidos. Casi todas las enzimas son 

mucho más grandes que los sustratos donde actúan, y solo una pequeña parte de la enzima 

(alrededor de 3 o 4 aminoácidos) está directamente involucrada en la catálisis. La región que 

contiene estos residuos encargados de catalizar la reacción es conocida como centro activo. Las 

enzimas también pueden contener sitios con la capacidad de unir cofactores, necesarios a veces 

en el proceso de catálisis, o de unir pequeñas moléculas, como los sustratos o productos 

(directos o indirectos) de la reacción catalizada. Estas uniones pueden incrementar o disminuir la 

actividad enzimática, dando lugar así a una regulación por retroalimentación. 

Al igual que las demás proteínas, las enzimas se componen de una cadena lineal de 

aminoácidos que se pliega durante el proceso de traducción para dar lugar a una estructura 

terciaria tridimensional, susceptible de presentar actividad. Cada secuencia de aminoácidos es 

única y por tanto da lugar a una estructura única, con propiedades únicas. En ocasiones, 

proteínas individuales pueden unirse a otras proteínas para formar complejos, en lo que se 

denomina estructura cuaternaria de las proteínas. 

Como todos los catalizadores, las enzimas funcionan disminuyendo la energía de activación 

(∆G‡) para una reacción (Figura 4), así se acelera la tasa de la reacción. Las enzimas no alteran 

el balance energético de las reacciones en que intervienen, ni modifican, por lo tanto, el equilibrio 

de la reacción, pero consiguen acelerar el proceso incluso millones de veces. Una reacción que 

se produce bajo el control de una enzima, o de un catalizador en general, alcanza el equilibrio 

mucho más deprisa que la correspondiente reacción no catalizada. 
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Figura 4. Estabilización del estado de transición cuando una reacción es catalizada por una 

enzima. 

Al igual que ocurre con otros catalizadores, las enzimas no son consumidas por las 

reacciones que catalizan, ni alteran su equilibrio químico. Sin embargo, las enzimas difieren de 

otros catalizadores por ser más específicas. 

El modelo de ajuste inducido es el más utilizado al realizar estudios de interacción enzima-

sustrato. Este modelo propone que las interacciones iniciales entre la enzima y el sustrato son 

relativamente débiles, pero suficientes para producir ciertos cambios conformacionales en la 

enzima, que estabilizan e incrementan la fuerza de la interacción. Estos cambios 

conformacionales implican a una serie de aminoácidos catalíticos del centro activo, en los cuales 

se producen los enlaces químicos correspondientes entre la enzima y el sustrato. Después de la 

unión, uno o más mecanismos de catálisis disminuyen la energía del estado de transición de la 

reacción, por medio de una ruta alternativa a la reacción. 

Cinética enzimática 

Uno de los objetivos más importantes en los estudios de la cinética enzimática es determinar 

el mecanismo químico que subyace en la reacción enzimática, por ejemplo, determinar la 
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secuencia ordenada de sucesos que transcurren en la transformación de sustrato en producto. 

Las aproximaciones cinéticas discutidas posteriormente pueden proporcionar información 

relacionada con la velocidad de reacción de los intermediarios enzimáticos formados, pero no 

permitirán identificar qué intermediarios son exactamente. 

Cinética de Michaelis-Menten 

Para conocer las claves moleculares de la acción eficaz y específica de las enzimas es 

necesario estudiar los trabajos de Leonor Michaelis (1875-1949) y Maud Menten (1879-1960) 

[140]. El primero era un joven profesor de la universidad de Berlín; la segunda, una doctora de 

origen canadiense, aún más joven. Sus nombres han pasado a la historia de la bioquímica, hasta 

el punto que se puede decir que la Enzimología comienza realmente con ellos. Michaelis y 

Menten se interesaron por la reacción catalizada por la invertasa, una enzima que cataliza la 

hidrólisis de la sacarosa para producir glucosa y fructosa, reacción que se podría abreviar como: 

PS
E

→  

donde E representa a la enzima y P a los productos de la reacción. Como esta reacción es 

irreversible, a simple vista, la velocidad de la reacción vendría dada por v=k[S], en la que k sería 

la constante cinética. Esta ecuación implicaría que, al representar v en función de [S], se debería 

obtener una línea recta, que pasaría por el origen y cuya pendiente sería k. No obstante, la 

representación era muy diferente. Como ya había observado Victor Henri en 1903 [141], se 

obtenía una curva de pendiente continuamente decreciente, que tendía asintóticamente a un 

valor de velocidad que no se podía superar por mucho que se elevara la concentración del 

sustrato. Pero Henri no acertó a comprender la razón de este resultado que, por el contrario, fue 

el punto de partida del modelo de Michaelis y Menten. Supusieron estos autores que, para que el 

sustrato se convirtiera en producto, un requisito esencial era que se uniera previamente a la 

enzima, formando un complejo. La propuesta de de Michaelis y Menten se esquematiza pues:  

PEPSE
kk

k
+→↔+

−

21

1
 

Esquema 1. Mecanismo de unión de único sustrato para una reacción enzimática. k1, k-1 y k2 

son las constantes cinéticas para cada una de las etapas de la reacción. 
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Hoy en día estamos tan acostumbrados a ver este esquema como prototipo de una reacción 

enzimática, que puede costar trabajo comprender el verdadero mérito de Michaelis y Menten al 

proponerlo. Efectivamente, si el sustrato debe formar un complejo con la enzima (lo que, 

posteriormente, se ha llamado el complejo de Michaelis), la velocidad de la reacción, es decir, la 

velocidad de aparición del producto, vendrá dada por v=k2[ES]. Y es evidente que la 

concentración de complejo ES no puede superar el valor de la concentración total de enzima, lo 

que justifica que la velocidad tienda asintóticamente a un valor máximo al aumentar la 

concentración de sustrato. 

El modelo de Michaelis-Menten implica que la unión de la enzima con el sustrato no se 

efectúa por una simple adsorción inespecífica, sino que tiene lugar a través de una localización 

concreta de la enzima, llamada centro activo. El sustrato encaja en el centro activo, en primer 

lugar porque sus estructuras son más o menos complementarias desde un punto de vista 

estérico. Pero además, y esto es más importante, se establecen múltiples interacciones entre los 

aminoácidos que forman el centro activo y el sustrato. Se trata de interacciones no covalentes, 

débiles cada una de ellas, pero fuertes en su conjunto al ser muy numerosas. Tanto la 

complementariedad estérica del centro activo y el sustrato, como el establecimiento de múltiples 

interacciones, explican la especificidad de la interacción enzima-sustrato.  

Si se admite la existencia del complejo de Michaelis como un intermediario en la conversión 

del sustrato en producto, es posible desarrollar la ecuación que relaciona la velocidad de la 

reacción con la concentración de sustrato. Se ha comentado antes que v=k2[ES] y existen 

diversos procedimientos para expresar [ES] en función de la concentración de sustrato. Uno de 

ellos es considerar que la reacción enzimática transcurre mayoritariamente en el estado 

estacionario, que es el periodo de tiempo durante el cual se puede suponer que la concentración 

de ES permanece constante, ya que se forma a partir de la enzima y el sustrato libres a la misma 

velocidad que desaparece para disociarse y para formar producto, y como en la inmensa 

mayoría de los casos, comienza antes de 0,1s tras la mezcla de la enzima y el sustrato y se 

prolonga varios minutos, la suposición de estado estacionario es habitualmente válida En el 

estado estacionario: 
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[ ]
0=

dt

ESd
 

 e imponiendo esta condición en las ecuaciones cinéticas, se llega a: 

[ ]S

K
V

v
m+

=
1

max
0

 

Ecuación 1. 

Esta es la famosa ecuación de Michaelis-Menten; es la ecuación de una hipérbola. Su 

representación gráfica, limitada al primer cuadrante, el único en que tiene sentido físico la 

ecuación, se puede observar en la Figura 5. Como era de esperar, la representación satisface la 

observación experimental de que la velocidad no aumenta indefinidamente, sino que tiende 

asintóticamente a Vmax, el valor máximo que puede alcanzar la velocidad en respuesta a un 

aumento en la concentración de sustrato. Si la reacción enzimática se describiera 

adecuadamente por el esquema 1, la velocidad máxima sería el producto de k2 por [E]0, la 

concentración total de enzima en términos de centros activos. Pero, en general, el Esquema 1 es 

sólo una aproximación, y el mecanismo de la reacción enzimática implica un número superior de 

etapas entre la formación del complejo de Michaelis y la formación del producto. En general, se 

puede escribir: 

[ ]0max EkV cat=  

Ecuación 2. 

donde kcat, constante catalítica o número de recambio, es una constante, combinación de 

todas las constantes cinéticas de las etapas comprendidas entre el complejo de Michaelis y la 

formación del producto. Sus dimensiones son de (tiempo)-1. La Ecuación 2 permite elaborar una 

definición de constante catalítica como el número máximo de moléculas de sustrato que cada 

centro activo es capaz de transformar en producto en una unidad de tiempo. La actuación de una 
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enzima tiene un carácter cíclico ya que, al no consumirse en la reacción, una molécula de 

enzima es capaz de catalizar la transformación de muchas moléculas de sustrato, es decir, de 

realizar muchos ciclos de catálisis. Pues bien, a la vista de estas consideraciones, la constante 

catalítica se podría definir como el número máximo de ciclos de catálisis que cada centro activo 

puede realizar en la unidad de tiempo. 

 

Figura 5. Representación gráfica de la curva de saturación de una enzima donde se puede 

observar cómo evoluciona la relación entre la concentración de sustrato y la velocidad de la 

reacción. 

En la Ecuación 1 aparece un parámetro, Km, constante de Michaelis, que algebraicamente 

resulta de una combinación de las diferentes constantes cinéticas. Su sentido físico, como 

concentración de sustrato para la que se alcanza una velocidad igual a Vmax/2, se puede obtener 

fácilmente a partir de la Ecuación 1 y se recoge en la Figura 5. Es importante observar que la 

constante de Michaelis tiene dimensiones de concentración. Aunque no sea tan evidente y tan 

general, la constante de Michaelis tiene también el significado de constante de disociación 

aparente de los complejos enzima-sustrato en el estado estacionario. Finalmente, hay que 

advertir que la validez de la Ecuación 1 no se restringe al caso del simple mecanismo 

representado por el Esquema 1. Ya se ha apuntado que puede aplicarse a otros mecanismos 

más complejos; lo que variará en cada caso es la forma de las expresiones algebraicas que 

relacionan Km y kcat con las diferentes constantes cinéticas, pero en todos los casos son válidos 

los significados físicos que se han dado para esos parámetros. También es válida la ecuación de 
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Michaelis-Menten en el caso de que la reacción sea reversible, siempre que las velocidades se 

determinen en los momentos iniciales del estado estacionario. La notación v0 que aparece en la 

Ecuación 1 significa precisamente velocidad inicial. Incluso es posible aplicar la Ecuación 1 a 

reacciones que impliquen más de un sustrato, si se expresa la velocidad de la reacción en 

función de la concentración de un sustrato, manteniendo constante la concentración de los 

demás. Naturalmente, en estos casos los valores de Km y kcat son valores aparentes, 

dependientes de la concentración de aquellos sustratos que no se han variado durante la 

reacción. 

Reacciones multisustrato  

Los sistemas en los que intervienen diferentes sustratos (multisustrato) no pueden ser 

descritos adecuadamente por ecuaciones de velocidad derivadas de suposiciones de rápido 

equilibrio. Las reacciones multisustrato siguen una serie de complejas ecuaciones que describen 

cómo se unen los sustratos y en qué orden lo hacen. Para obtener las ecuaciones de velocidad 

de estas reacciones se utilizan aproximaciones como las del método de King-Altman [142] o la 

modificación de este de Cha [143]. 

El análisis de estas reacciones es mucho más sencillo si la concentración del sustrato A se 

mantiene constante y la del sustrato B varía. En estas condiciones, la enzima se comporta igual 

que en una reacción de un único sustrato, por lo que en una gráfica de velocidad la 

concentración de sustrato dará unos valores aparentes de las constantes cinéticas, Km y Vmax, 

para el sustrato B. Si se realizan una serie de medidas a diferentes concentraciones fijas de 

sustrato A, los datos obtenidos permitirán saber a qué tipo de mecanismo pertenece la reacción 

enzimática. 

Para una enzima que una dos sustratos A y B, y los transforme en dos productos P y Q, 

existen dos tipos de mecanismos descritos hasta ahora. 

• Mecanismo de complejo ternario 

• Mecanismo de ping-pong 

Mecanismo de complejo ternario 
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Esquema 2. Mecanismo de complejo ternario al azar para una reacción enzimática. La 

enzima E une los sustratos A y B y libera los productos P y Q en un orden no definido. 

Las enzimas (E) que presentan este mecanismo de reacción unen al mismo tiempo los dos 

sustratos (A y B), dando lugar a un complejo ternario EAB. El orden secuencial de unión de los 

sustratos puede ser al azar (mecanismo al azar) o seguir un orden particular (mecanismo 

ordenado). Si fijamos la concentración del sustrato A y variamos la de B, y representamos 

gráficamente el comportamiento de la enzima mediante un diagrama de Lineweaver-Burke, 

obtendremos una serie de rectas con un punto de intersección común a todas ellas. 

Mecanismo de ping-pong 

 

Esquema 3. Mecanismo de ping-pong para una reacción enzimática. La unión de los 

sustratos A y B tiene lugar en un orden definido y secuencial, por medio de un intermediario 

enzimático modificado, E*. 

Como se puede apreciar en la figura superior, las enzimas con un mecanismo de ping-pong 

pueden presentar dos estados, la conformación normal (E) y la conformación modificada 

químicamente (E*) o conformación intermedia. En este tipo de mecanismo, el sustrato A se une a 

la enzima E, que pasa a un estado intermedio E*, por ejemplo, por transferencia de un grupo 

químico al centro activo de la enzima. En este momento puede es liberado el primer producto de 

la reacción (P). Únicamente cuando el sustrato A ya ha sido liberado del centro activo en forma 

de P, y la enzima esta activada en forma de E*, la enzima puede unirse el sustrato B, que 

devuelve a la enzima modificada E* a su estado original E, y liberarlo en forma de producto Q. Si 
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fijamos la concentración de A y variamos la de B, y representamos gráficamente el 

comportamiento de la enzima con mecanismo de ping-pong en un diagrama de Lineweaver-

Burke, obtendremos una serie de rectas paralelas entre sí. 

Lipasas  

Las lipasas (acilglicerolhidrolasas E.C.3.1.1.3) son enzimas que actúan en la célula como 

catalizadores en reacciones lipolíticas (catabolismo de grasas y aceites) a través de la hidrólisis 

de los enlaces éster de acilgliceroles [346-349]. Son activas únicamente adsorbidas sobre una 

interfase oleo-acuosa, “activación interfacial”. La mayoría de las lipasas tienen un elemento 

estructural diferenciador, la tapadera, que está formada por un oligopéptido helicoidal anfipático, 

que se coloca sobre el centro activo de la lipasa cuando está inactivo. Tiene dos 

conformaciones: abierta (en interfase o medio orgánico) y cerrada o inactiva (en medio acuoso). 

Cuando la lipasa está en una interfase hidrófoba la tapadera se desplaza dejando libre el sitio 

activo, produciéndose la llamada activación interfacial. El sitio activo se caracteriza por estar 

formado por la llamada triada catalítica (Serina-Histidina-Aspartato ó ácido glutámico) que es 

crucial en todas las reacciones catalizadas por lipasas [346, 349].  

Además de las funciones biológicas en bacterias, hongos, plantas y animales, las lipasas  

tienen un gran interés en numerosos procesos industriales, detergentes, alimentos, industrias del 

sabor, producción de fármacos, derivados de esteres y amino ácidos, uso en química fina, 

agroquímicos, uso como biosensores, biorremediación, cosméticos y perfumería [273, 276]. 

Además, las lipasas son las enzimas más utilizadas en la síntesis química orgánica, catalizan la 

quimio-, regio- y/o estéreo-selectividad de la hidrólisis de los ésteres de ácidos carboxílicos o la 

reacción inversa en disolventes orgánicos [273-276]. 

La disponibilidad de las lipasas y su utilidad ha sido revisada en numerosas ocasiones [329, 

350-352]. Las reacciones enzimáticas tienen varias ventajas potenciales sobre las reacciones 

similares no enzimáticas. Por lo general se producen en condiciones más suaves de temperatura 

y pH, por tanto son menos propensas a inducir cambios no deseados, especialmente en los 

ácidos grasos poliinsaturados. 

De mayor importancia es su especificidad. Las lipasas pueden ser regio-específicas, estereo-

específicas o específicas estructurales. Lipasas, como las obtenidas a partir de Aspergilus niger, 
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Mucor javanicus., Mucor miehei, Rhizopus arrhizus, Rhizopus delegar y Rhizopus niveus son 

1,3-específicas. Esto significa que en las reacciones los cambios en los triglicéridos se limitan a 

las posiciones sn-1 y sn-3, los grupos acilo en posición sn-2 se mantienen inalterados. Esta 

especificidad es explotada con frecuencia en la interesterificación enzimática. Unas importantes 

lipasas específicas estructurales son las que discriminan a las cadenas de acilo con dobles 

enlaces cerca del grupo carboxilo. Esto incluye los ácidos con insaturación en la posición 4 

(DHA), la posición 5 (ácido araquidónico y el EPA) y la posición 6 (γ-linolénico). La lipólisis de los 

triglicéridos que contienen tales ácidos grasos lleva a la hidrólisis preferencial de AG saturados y 

de AGI dejando residuos de  ésteres de glicerol (mono-, di-y triglicéridos), enriquecidos en ácidos 

grasos con instauraciones en las posiciones ∆4, ∆5 o ∆6. Por otra parte, si la enzima se utiliza 

para promover la esterificación de una mezcla de ácidos grasos estos serán discriminados. Estos 

AG serán esterificados con menos facilidad y por lo tanto se concentrarán en los residuos de AG 

sin reaccionar. La esterificación con butanol ha sido ampliamente utilizada, pero parece que hay 

alguna ventaja en el uso de alcohol láurico. Algunas compañías ofrecen aceites de onagra y 

borraja con el doble de nivel de γ-linolénico, obtenido a través de modificación enzimática. 

Las reacciones que llevan a cabo las lipasas son: 

1) Hidrólisis: Ruptura de un enlace éster existente entre un alcohol y un ácido por la 

acción de una molécula de agua que actúa como nucleófilo. En el caso de la hidrólisis de un 

triglicérido se rompe el enlace éster existente entre el ácido graso y el glicerol para obtener el 

ácido graso libre y el alcohol, la lipasa utiliza una molécula de agua para realizar la catálisis. 

2) Alcoholisis: Ruptura del enlace éster existente entre un ácido y un alcohol por la acción 

de una molécula de etanol que actúa como nucleófilo.  En el caso de la alcoholisis de un 

triglicérido se rompe el enlace éster existente entre el ácido graso y el glicerol para obtener el 

éster etílico del ácido graso (fatty-acid-ethyl-ester FAEE) y el alcohol, la lipasa utiliza una 

molécula de etanol para realizar la catálisis. 

3) Glicerolisis: Ruptura de un enlace éster existente entre un ácido y un alcohol por la 

acción de una molécula de glicerol que actúa como nucleófilo. En el caso de la glicerolisis de un 

triglicérido se rompe el enlace entre el ácido graso y el glicerol para obtener un diacilglicerol 

(DAG) y un monoacilglicerol (MAG), la lipasa utiliza una molécula de glicerol para realizar la 

catálisis. 
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4) Esterificación: Proceso por el cual se forma un enlace éster. Un éster es un compuesto 

derivado formalmente de la reacción química entre un ácido carboxílico y un alcohol. La reacción 

de esterificación pasa por un ataque nucleofílico del oxígeno de la molécula del alcohol al 

carbono del grupo carboxilo. El protón migra al grupo hidroxilo del ácido que luego es eliminado 

como agua. Esta reacción también puede darse entre un ácido graso esterificado con alguna otra 

molécula, en este caso se denomina trans-esterificación. 

(a)    RCO2H + R'OH                     RCO2R' + H2O
lipasa

(b)    RCO2R' + R''OH                    RCO2R'' + R'OH
lipasa

 

 (a) Esterificación y (b) trans-esterificación reversibles catalizadas por lipasa. 

Inactivación enzimática 

En las reacciones llevadas a cabo con lipasas se debe tener en cuenta que se trabaja con un 

biocatalizador proteico, por lo que se deben cuidar todos los aspectos que influyen en la 

conformación tridimensional de la proteína. Los factores que juegan un papel importante en la 

conformación tridimensional proteica son: 

Temperatura: las enzimas son sensibles a la temperatura pudiendo verse modificada su 

actividad por este factor. Los rangos de temperaturas óptimos pueden llegar a variar 

sustancialmente de unas enzimas a otras. Normalmente, a medida que aumente la temperatura, 

una enzima verá incrementada su actividad hasta el momento en que comience la 

desnaturalización de la misma, que dará lugar a una reducción progresiva de dicha actividad.  

pH: el rango de pH óptimo también es muy variable entre diferentes enzimas. Si el pH del 

medio se aleja del óptimo de la enzima, esta verá modificada su carga eléctrica, lo que 

modificará la estructura de los aminoácidos y por tanto la actividad enzimática.  

Concentración salina: al igual que en los casos anteriormente mencionados, la 

concentración de sales del medio es crucial para una óptima actividad enzimática. Una elevada 

concentración o una ausencia de sales en el medio pueden impedir la actividad enzimática, ya 
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que las enzimas precisan de una adecuada concentración de iones para mantener su carga y su 

estructura.  

Actividad de agua: Para que la enzima conserve su conformación tridimensional, y por tanto 

su actividad catalítica, debe estar rodeada de moléculas de agua, que no intervienen en la 

reacción que catalizan si no que se encuentran rodeando ciertos grupos polares de aminoácidos 

de la superficie de la enzima, lo que permite que esta mantenga su actividad catalítica. Estas 

moléculas de agua juegan un papel importante en las reacciones llevadas a cabo con lipasas no 

inmovilizadas, puesto que al encontrarse libres en el medio de reacción tienden a formar gotas 

de agua rodeadas de enzima, provocando agregación enzimática. Esta agregación impide que 

los sustratos lleguen con facilidad al centro activo de la enzima y por tanto disminuye la 

velocidad de reacción. La agregación enzimática debido a estas moléculas de agua que rodean 

los grupos polares de la enzima es doblemente perjudicial en las reacciones catalizadas por 

lipasas, puesto que los sustratos de estas son apolares. Además la agregación enzimática puede 

impedir que los centros activos trabajen con normalidad impidiendo por ejemplo la apertura de la 

tapa de la lipasa. Debido a esto es muy recomendable, al trabajar con lipasas, que estas se 

encuentren inmovilizadas sobre un soporte inerte que evite esta agregación. 

En estas reacciones resulta necesario evaluar no solo el curso de la reacción con el tiempo 

para conocer su cinética, sino también la desactivación de la lipasa empleada durante el 

proceso. La estabilidad del biocatalizador va a condicionar la reutilización del mismo y por lo 

tanto el numero de ciclos de reacción en los que el mismo lote de lipasa puede ser empleado. 

Inmovilización enzimática 

La inmovilización de enzimas es un proceso en el que se confina o localiza a la enzima en 

una región definida del espacio, para dar lugar a formas insolubles que retienen su actividad 

catalítica y que pueden ser reutilizadas repetidamente. Posteriormente esta definición se ha 

ampliado a aquel proceso por el cual se restringen, completa o parcialmente, los grados de 

libertad de movimiento de las enzimas por su unión a un soporte [144]. 

La inmovilización enzimática produce ventajas como el aumento de la estabilidad del 

biocatalizador, la posibilidad de reutilización del derivado, lo que va a disminuir los costes del 

proceso, y la posibilidad de diseñar un reactor enzimático de fácil manejo y control, adaptado a la 
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aplicación de la enzima inmovilizada. Por otro lado la inmovilización también acarrea ciertos 

inconvenientes como la alteración de la conformación de la enzima respecto a su estado nativo, 

la gran heterogeneidad del sistema enzima-soporte donde pueden existir distintas fracciones de 

proteínas inmovilizadas con un diferente número de uniones al soporte, la pérdida de actividad 

de la enzima durante la movilización y por último el biocatalizador inmovilizado es más caro. 

En general, los métodos de inmovilización se suelen clasificar en dos grandes categorías: 

inmovilización por retención física  e inmovilización por unión química. 

Métodos de inmovilización por retención física 

Consiste en la retención física de la enzima en las cavidades interiores de una matriz sólida 

porosa constituida generalmente por pre-polímeros foto-entrecruzables o polímeros del tipo 

poliacrilamida, colágeno, alginato [335-336], carraginato o resinas de poliuretano. El proceso de 

inmovilización se lleva a cabo mediante la suspensión de la enzima en una solución del 

monómero. Seguidamente se inicia la polimerización por un cambio de temperatura o mediante 

la adición de un reactivo químico. El atrapamiento puede ser en geles o en fibras, que suelen ser 

más resistentes que los geles. En el primer caso, la enzima queda atrapada en el interior de un 

gel, mientras que en el segundo caso la enzima se encuentra ocluida dentro de las 

microcavidades de una fibra sintética. El atrapamiento, de gran sencillez desde el punto de vista 

experimental, requiere poca cantidad de enzima para obtener derivados activos. Como ventaja 

adicional, la enzima no sufre ninguna alteración en su estructura. De todas formas, el 

atrapamiento requiere un control riguroso de las condiciones de polimerización, así como la 

comprobación de que la naturaleza química del proceso no altera los grupos reactivos de la 

proteína. 

Inclusión en membranas 

• Microencapsulación: En esta técnica, las enzimas están rodeadas de membranas 

semipermeables que permiten el paso de moléculas de sustrato y producto, pero no de 

enzima. Estas membranas semipermeables pueden ser permanentes (originadas por 

polimerización interfacial) o no permanentes (generadas por surfactantes, también llamadas 

“micelas reversas”). Las microcápsulas obtenidas son de forma esférica, con tamaños 

comprendidos entre 1 y 100mm de diámetro.  



63 

 

• Reactores de membrana: El desarrollo de reactores o sistemas que contengan enzimas 

atrapadas ha despertado gran interés en la industria. Estos reactores emplean membranas 

permeables al producto final, permeables o no al sustrato inicial y obviamente impermeables 

a la enzima. Mediante una bomba se establece un flujo líquido de sustrato que atraviesa el 

reactor. En general, en esta metodología, se procede inicialmente a la adsorción de la 

enzima sobre la membrana que formará el reactor.  

Métodos de inmovilización por unión química 

Unión a soportes. Son los métodos de inmovilización más utilizados y de los que se dispone 

de una mayor información. La elección del soporte y del tipo de enlace resultan determinantes en 

el  comportamiento posterior del biocatalizador. Se debe procurar que la inmovilización 

incremente la afinidad por el sustrato, disminuya la inhibición, amplíe el intervalo de pH óptimo y 

reduzca las posibles contaminaciones microbianas. Además el soporte debe tener resistencia 

mecánica adecuada a las condiciones de operación del reactor y ser fácilmente separable del 

medio líquido para que pueda ser reutilizado. 

 Se han utilizado una gran variedad de materiales como soporte para la inmovilización de 

numerosas enzimas. Estos materiales difieren en tamaño, densidad, porosidad y forma, aunque 

generalmente se encuentran en forma de cilindro, hojas, fibras y más corrientemente en forma 

esférica. Los soportes pueden clasificarse en dos grandes grupos: 

� Soportes inorgánicos. Dentro de este grupo tenemos una gran variedad de soportes, que 

pueden ser naturales (bentonita, piedra pómez, sílice, etc.) o materiales manufacturados 

(óxidos de metales y vidrio de tamaño de poro controlado, vidrio no poroso, alúmina, 

cerámicas, gel de sílice, etc.). 

� Soportes orgánicos. Las enzimas se pueden unir a estos soportes mediante adsorción o 

por unión covalente. Se pueden clasificar en: 

� Polímeros naturales, a su vez divididos en polisacáridos (celulosa, almidón, dextranos, 

agar-agar, agarosa, alginatos, quitina, chitosan, etc.) y proteínas fibrosas (colágeno, 

queratina, etc). 
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� Polímeros sintéticos a su vez divididos en poliolefinas (poliestireno), polímeros acrílicos 

(poliacrilatos, poliacrilamidas, polimetacrilatos, etc.) y otros tipos como alcohol 

polivinílico, poliamidas, etc. 

Adsorción 

En la adsorción, la enzima se une a un soporte sin funcionalizar mediante interacciones 

iónicas, fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrógeno. Los principales factores que influyen 

en la adsorción son:  

� el pH del medio: controla el número y la naturaleza de las cargas que presenta la superficie 

de la proteína y del sólido; 

� la fuerza iónica: al aumentar la fuerza iónica se produce la desorción de la enzima, ya que 

los iones inorgánicos se unen con más fuerza al soporte que la proteína; 

� el diámetro de poro: debe ser aproximadamente dos veces el tamaño del eje mayor de la 

enzima; 

� la presencia de iones que actúen como cofactores de la enzima, ya que pueden incrementar 

la carga enzimática del derivado.  

Como principales ventajas de este método destacan: su preparación sencilla, su bajo coste, 

no produce cambios de especificidad enzimática y los derivados son estables en medios de 

trabajo con bajo contenido en agua. Los inconvenientes de la adsorción son principalmente la 

optimización de las variables que controlan la adsorción, los derivados obtenidos son poco 

estables desde el punto de vista mecánico y la unión al soporte es débil. 

Unión covalente 

La unión covalente de una enzima a un soporte es quizá el método de inmovilización más 

interesante desde el punto de vista industrial. La metodología de la unión covalente se basa en la 

activación de grupos químicos del soporte para que reaccionen con nucleófilos de las proteínas. 

De entre los 20 aminoácidos diferentes que se encuentran en la estructura de las enzimas, los 

más empleados para la formación de enlaces con el soporte son principalmente la lisina, la 

cisteína, la tirosina y la histidina, y en menor medida la metionina, el triptófano, la arginina y los 
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ácidos aspártico y glutámico. El resto de aminoácidos, debido a su carácter hidrófobo, no se 

encuentran expuestos hacia el exterior de la superficie proteica, y no pueden intervenir en la 

unión covalente.  

Este método presenta ventajas como que la manipulación de los derivados inmovilizados es 

sencilla, la carga de enzima permanece constante después de la inmovilización, los derivados 

pueden utilizarse en reactores en continuo, empaquetados, de lecho fluidizado o de tanque 

agitado. Además los derivados obtenidos por unión covalente poseen una mayor resistencia a la 

desactivación por el efecto de la temperatura, de los disolventes orgánicos o del pH ya que 

tienen estabilizada su estructura terciaria. 

Sin embargo, la inmovilización por enlace covalente también presenta una serie de 

inconvenientes. Se debe conocer la densidad de grupos activos por unidad de superficie, ya que 

condiciona el número de uniones enzima-soporte y su geometría, que puede ser distorsionante y 

conducir a derivados inactivos. Además el proceso de inmovilización puede alterar la estructura 

del centro activo. Para evitar esta posible alteración, se realiza la inmovilización en presencia de 

un inhibidor que bloquee el centro activo. Por otro lado la inmovilización covalente no es 

aconsejable en aquellas enzimas muy sensibles a cambios de pH, fuerza iónica, etc. 

Reticulado 

También denominado entrecruzamiento o “cross-linking”. Es una técnica que ha sido 

ampliamente utilizada en la estabilización de muchas enzimas [337-340]. El método del 

reticulado consiste en el uso de reactivos bifuncionales que originan uniones intermoleculares 

entre las moléculas de enzima. Como reactivos bifuncionales se pueden emplear dialdehídos, 

diiminoésteres, diisocianatos, sales de bisdiazonio e, incluso, diaminas si están activadas con 

carbodiimida. El resultado del reticulado son enzimas con enlaces intermoleculares irreversibles 

capaces de resistir condiciones extremas de pH y temperatura. 

El co-reticulado, permite eliminar las pérdidas de actividad enzimática debidas a efectos 

difusionales, mediante el entrecruzamiento de las enzimas con una proteína sin actividad 

enzimática y rica en residuos de lisina (por ejemplo, la albúmina bovina). Un procedimiento mixto 

de inmovilización muy común consiste en inmovilizar la enzima por adsorción sobre una resina 
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de intercambio iónico o un soporte polimérico (con lo que se consigue una elevada carga 

enzimática) y posteriormente añadir el reactivo bifuncional. 

Actualmente el método más novedoso de “cross-linking” consiste en la cristalización de 

enzimas y su posterior reticulado con glutaraldehído (Cross-Linked Enzyme Crystals o CLECs). 

El aumento de estabilidad se basa en la obtención de un entramado cristalino, donde las 

moléculas de enzima están rodeadas exclusivamente por otras moléculas de proteína. De esta 

manera la propia enzima actúa como soporte, y su estructura terciaria está estabilizada por las 

uniones covalentes intermoleculares. La estructura cristalina posee canales microscópicos (20-

50Å) que permiten el paso de sustratos hasta el centro activo de la enzima donde se cataliza la 

reacción. Estos cristales pueden soportar temperaturas elevadas y pH extremos, así como la 

acción de las proteasas. Esta tecnología se ha aplicado a enzimas muy diferentes [145], las 

cuales se han utilizado en la obtención de compuestos enantioméricamente puros y en la 

síntesis de péptidos. 

Efectos de la inmovilización enzimática 

A menudo, la inmovilización altera significativamente el comportamiento de las enzimas. En 

primer lugar se producen cambios en su estabilidad. En segundo lugar, la enzima inmovilizada 

es un sistema heterogéneo en el cual todos los componentes que intervienen en el proceso 

catalítico (pH, sustratos, productos, inhibidores, cofactores, activadores, etc.) se encuentran en 

interfase: en el medio de reacción y en la fase constituida por el soporte con la enzima. Como 

consecuencia, la actividad enzimática se ve afectada por efectos de tipo difusional, estérico y del 

microentorno. 

Efectos en la estabilidad.  Generalmente se observa un incremento en la estabilidad de las 

enzimas después de su inmovilización, que se debe principalmente a las siguientes razones 

[146]: 

� Una estabilización conformacional de la enzima debido a la existencia de uniones 

multipuntuales enzima-soporte. La estructura terciaria de la enzima adquiere una mayor 

rigidez y se hace más resistente a la desactivación térmica o química. Este tipo de 

estabilización se obtiene únicamente en aquellos métodos en los que intervienen enlaces de 

tipo covalente, como el reticulado o la unión a soportes activados. La inmovilización 
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covalente multipuntual se puede combinar con la adición de reactivos bifuncionales que den 

mayor rigidez a la estructura de la enzima. 

� Una protección frente a las proteasas en el medio. Se ha visto que la unión de proteasas a 

un soporte elimina su capacidad proteolítica, y evita su autolisis. 

� Se evita la agregación intermolecular al mantener las moléculas de enzima retenidas en una 

determinada región del espacio. 

� Existe una alteración del microentorno de la enzima debido a la interacción de la enzima 

con el soporte. En otros casos el soporte tiene un efecto tamponador de tal manera que 

mantiene el pH óptimo de la enzima en su microentorno, aunque en la disolución se 

produzcan cambios importantes de pH. Por otra parte, en aquellas reacciones catalizadas 

por enzimas inmovilizadas en presencia de disolventes orgánicos, la afinidad del soporte 

por el agua o su capacidad para retenerla, regula la actividad de la enzima [147]. Cuanto 

mayor es esta afinidad, más agua adsorbe y la enzima poseerá la cantidad necesaria de 

agua en su microentorno para mantener su conformación activa. 

Efectos en la actividad enzimática. Tras una inmovilización, la actividad de la enzima puede 

disminuir e incluso perderse por diversas razones. Si pierde totalmente la actividad enzimática 

puede ser debido a que la unión al soporte se produce de tal forma que el paso del sustrato al 

centro activo está impedido o a que los grupos reactivos del soporte reaccionan con algún 

aminoácido que forme parte del centro activo o que sea esencial para la actividad catalítica de la 

enzima. Por otro lado la inmovilización puede originar un cambio conformacional en la enzima 

que de lugar a una forma inactiva o las condiciones experimentales del proceso de inmovilización 

pueden causar la desnaturalización o desactivación de la enzima.  

Si la pérdida de actividad no es total después de la inmovilización, los cambios (disminución o 

aumento de la actividad enzimática) se deberán principalmente a efectos difusionales, 

electrostáticos, estéricos y/o del microentorno. 

La difusión de los sustratos hacia el centro activo de la enzima puede estar impedida por 

resistencias de tipo externo e interno. Existen diversas maneras de minimizar estos efectos 

difusionales como por ejemplo: disminuir el tamaño del biocatalizador, aumentar la concentración 

de sustrato, incrementar la agitación o el flujo en el reactor, etc. Con estas medidas se consigue 
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reducir el grosor de la capa de Nernst, y como consecuencia, el valor de k´m disminuye. Hornby y 

su equipo [148] desarrollaron una expresión matemática que permite calcular la actividad de las 

enzimas inmovilizadas, teniendo en cuenta tanto los factores de difusión como los 

electrostáticos. La enzima inmovilizada se encuentra en un entorno diferente al habitual, 

especialmente cuando el soporte tiene grupos cargados eléctricamente [149].  

Recuperación del biocatalizador 

 Al aumentar la escala de la reacción catalizada, desde el laboratorio a la planta piloto, es 

necesario tener en cuenta que el biocatalizador debe ser recuperado para  su utilización en el 

siguiente ciclo de reacción, en la medida de lo posible,  de forma cuantitativa, pudiendo así 

estudiar la desactivación del mismo. Si la recuperación de la enzima no se hace de forma 

cuantitativa, se puede confundir la pérdida de carga enzimática con la desactivación de la 

enzima. La recuperación de la enzima, a escala laboratorio, se realiza normalmente por filtración 

a vacío sobre papel, este procedimiento es adecuado pues el volumen de muestra es reducido, 

pero a escalas superiores, como reactores de 5L, este procedimiento es complejo.  

Para facilitar la recuperación de la enzima a escalas superiores a la del laboratorio se 

desarrollan diversos procedimientos como la fabricación de celdillas donde alojar el 

biocatalizador y poder así recuperarlo con facilidad. Estas celdillas se construyen con mayas de 

acero con un tamaño de poro definido que permita el paso de los sustratos e impida que el 

biocatalizador salga de la celdilla al medio de reacción. Estas celdillas se anclan al eje de las 

aspas que agitan el medio de reacción, por lo que se facilita el paso del medio a través de la 

maya. Que el biocatalizador se encuentre alojado en el interior de estas celdillas permite un 

rápido vaciado del reactor, facilita la recuperación cuantitativa de la enzima y además impide la 

degradación del biocatalizador por abrasión del soporte. 

Alteración del equilibrio de la reacción enzimática 

 Las reacciones catalizadas por lipasas son reacciones en equilibrio, por lo que en muchos 

casos alterando el medio de reacción se puede potenciar la formación de producto, la velocidad 

de la reacción, la estabilidad del biocatalizador e incluso la selectividad de la lipasa. 

En algunos casos es conveniente trabajar a presión reducida o borbotear un gas inerte sobre 

el medio de reacción con el fin de desplazar el equilibrio termodinámico de las reacciones hacia 
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la formación de producto. Por ejemplo, durante la trans-esterificación de FAEE con glicerina se 

genera etanol al formarse el enlace éster, al retirar este etanol producido, desplazamos el 

equilibrio de la reacción hacia la formación de productos. En otras ocasiones la presión reducida 

busca retirar el agua formada durante una reacción de esterificación. En estas ocasiones se 

debe tener en cuenta que la enzima necesita cierta hidratación para mantener su conformación 

tridimensional y conservar así su actividad lo máximo posible. En este caso no solo se puede 

retirar el agua formada utilizando presión reducida; gran cantidad de publicaciones describen 

reacciones donde se utiliza un adsorbente, como el tamiz molecular, para retirar el agua 

producida durante la reacción. Este material adsorbente es inerte y no interfiere en la reacción 

más que retirando el agua que va apareciendo según transcurre la reacción, tras la catálisis el 

material adsorbente se puede recuperar con facilidad por filtración. 

El orden de adición de los sustratos y su adición en sucesivas etapas puede evitar la 

aparición de agregados enzimáticos y/o minimizar la desactivación enzimática. Si una alta 

concentración de uno de los sustratos inactiva la enzima o altera de alguna manera la actividad 

enzimática es recomendable añadirlo de forma secuencial a la reacción para conservar, en la 

medida de lo posible, la actividad de la enzima. 

 La velocidad y el tipo de agitación son también factores que deben ser controlados, ya que 

facilitan que los sustratos realicen choques efectivos en el centro activo de la enzima. Una 

agitación reducida o que no provoque el movimiento de todo el medio de reacción puede 

producir reacciones muy lentas, debido a que el sustrato tarda en llegar al centro activo, e 

incluso puede provocar distintas concentraciones de los sustratos en el medio de reacción, con 

lo que la catálisis no se realiza en un medio homogéneo provocando que la reacción no sea 

reproducible. Una agitación excesiva o un mal diseño de las aspas, pueden provocar también la 

abrasión del soporte sobre el que se encuentra inmovilizada la enzima o, en el caso de enzimas 

no inmovilizadas, la desnaturalización de la proteína. 

 También es posible aumentar la velocidad de la reacción facilitando el acceso de la enzima a 

uno de los sustratos, por ejemplo es posible adsorber uno de los sustratos sobre un soporte 

inerte, con el fin de incrementar la superficie de contacto entre sustratos y minimizar las 

limitaciones difusionales o por transferencia de materia. 
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Como ya se ha comentado existen lipasas regioselectivas y no regioselectivas. Es posible, 

mediante la manipulación del medio de reacción o las condiciones de reacción, hacer selectiva 

una lipasa que no lo es y viceversa, incluso es posible cambiar la especificidad de una enzima 

regioselectiva. Por ejemplo la lipasa de Candida antarctica  inmovilizada por Novozym (435), una 

de las más utilizadas en biocatálisis, es una enzima no selectiva, pero se ha descrito que 

añadiendo un exceso de etanol, en reacciones de alcoholisis, la enzima aumenta su afinidad por 

las posiciones sn-1 y sn-3 de los triglicéridos pudiendo ser utilizada como enzima 1,3 selectiva. 

Fluido supercrítico como medio de reacción enzimática 

El uso de CO2 supercrítico como medio de reacción ha tenido un rápido crecimiento en los 

últimos tiempos [354-357]. Como ya se ha comentado las propiedades solventes del CO2 

supercrítico se pueden regular ajustando la presión y la temperatura. La difusividad de los 

sustratos en CO2 es mayor que en otros disolventes orgánicos y permite una excelente 

transferencia de materia [150]. Además, el CO2 puede ser eliminado fácilmente de los productos 

de reacción, minimizando los costes de limpieza, por otro lado tiene la ventaja adicional de ser 

respetuoso con el medio ambiente [358-359]. La utilización de fluidos supercríticos como medio 

de reacción en síntesis orgánica de diversos productos ha demostrado ventajas frente al empleo 

de disolventes tradicionales [151], se han llevado a cabo procesos de transesterificación de 

aceite de colza [152] y de soja [153] para la producción de biodiésel en metanol supercrítico. 

Migración de grupos acilo en reacciones enzimáticas 

Existe un gran interés en utilizar los lípidos como vehículos de sustancias de interés biológico, 

mediante la síntesis de lípidos estructurados que porten estas sustancias. La obtención de 

diglicéridos y monoglicéridos es una estrategia adecuada como primera etapa para la 

construcción de lípidos estructurados. Estos precursores de los lípidos estructurados pueden 

estar en su forma isomérica 1,2-DAGs y 2-MAGs y como 1,3-DAGs y 1-MAGs. La distribución 

entre las distintas isoformas de mono- y diglicéridos va a condicionar el tipo de lípido 

estructurado que se pueda sintetizar. Estudiar la migración de grupos acilo desde la posición β- 

hasta la posición α- de la glicerina es una estrategia de interés para la obtención de un tipo de 

mono- y diglicérido u otro, que puedan ser posteriormente empleados como precursores de 

lípidos estructurados.  
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Esta migración de grupos acilo debe ser minimizada durante el transcurso de las reacciones 

de hidrólisis y alcoholisis ya que, si esta migración transcurre muy rápidamente, daría lugar a 

compuestos de mayor grado de hidrólisis o alcoholisis, tales como monoglicéridos, si el producto 

objetivo de la reacción son DAGs, o glicerina si el producto objetivo de la reacción son MAGs. Se 

puede decir que al potenciar la migración de grupos acilo durante una reacción de hidrólisis o 

alcoholisis mediada por lipasas 1,3 específicas, se va a favorecer la aparición de nuevos enlaces 

éster en posición 1 que serán rápidamente catalizados, aumentando así la velocidad de reacción 

pero potenciando que el producto de la reacción sea exclusivamente glicerina y AG o FAEE 

respectivamente. Por ello, distintas variables de la reacción como temperatura, tiempo y el 

contenido del nucleófilo (agua o etanol) deben ser rigurosamente controladas para favorecer el 

progreso de la reacción y minimizar la acil-migración.  

Por el contrario, la migración de grupos acilo puede ser de interés tras finalizar el proceso. La 

migración de los grupos acilo en los DAGs y MAGs, de unas posiciones a otras, se da de manera 

espontánea hasta alcanzar un equilibrio entre las especies que se forman, esta migración se da 

de manera muy lenta. Este proceso se puede acelerar por medio de la utilización de bases y 

ácidos al mismo tiempo que se ve favorecido por la temperatura [154]. 

1.4.4. Análisis de aceites y grasas comestibles 

Las herramientas analíticas más utilizadas son las cromatográficas. La cromatografía es un 

método físico de separación para la caracterización de mezclas complejas. Se basa en el 

principio de retención selectiva. El objetivo de esta técnica es separar los distintos componentes 

de una mezcla, permitiendo identificar y determinar las cantidades de dichos componentes 

presentes en una muestra. 

Las técnicas cromatográficas [155] son muy variadas, pero en todas ellas hay una fase móvil 

que consiste en un fluido (gas, líquido o fluido supercrítico) que arrastra la muestra a través de 

una fase estacionaria. Esta fase estacionaria consiste en un sólido o un líquido fijado en un 

sólido. Los componentes de la mezcla interaccionan de distinta forma con la fase estacionaria. 

De este modo, los componentes atraviesan la fase estacionaria a distintas velocidades y se van 

separando. Después de que los componentes hayan pasado por la fase estacionaria, 

separándose, pasan por un detector que genera una señal que puede depender de la 

concentración y del tipo de compuesto. 
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Diferencias sutiles en el coeficiente de reparto de los compuestos da como resultado una 

retención diferencial sobre la fase estacionaria y por tanto una separación efectiva en función de 

los tiempos de retención de cada componente de la mezcla. 

Las distintas técnicas cromatográficas se pueden dividir según cómo esté dispuesta la fase 

estacionaria: 

� Cromatografía plana. La fase estacionaria se sitúa sobre una placa plana o 

sobre un papel. Las principales técnicas son:  

� Cromatografía en papel 

� Cromatografía en capa fina 

� Cromatografía en columna. La fase estacionaria se sitúa dentro de una columna. 

Según el fluido empleado como fase móvil se distinguen:  

� Cromatografía de líquidos 

� Cromatografía de gases 

� Cromatografía de fluidos supercríticos 

La cromatografía de gases es útil para gases o para compuestos relativamente volátiles, lo 

que incluye a numerosos compuestos orgánicos. En el caso de compuestos no volátiles se 

recurre a procesos denominados de "derivatización", a fin de convertirlos en otros compuestos 

que se volatilicen en las condiciones de análisis. 

Dentro de la cromatografía líquida destaca la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, 

High Performance Liquid Chromatography), que es la técnica cromatográfica más empleada en 

la actualidad, normalmente en su modalidad de fase reversa, en la que la fase estacionaria tiene 

carácter no polar, y la fase móvil posee carácter polar (generalmente agua o mezclas con 

elevada proporción de la misma, o de otros disolvente polares, como por ejemplo metanol). El 

nombre de "reversa" viene dado porque tradicionalmente la fase estacionaria estaba compuesta 

de sílice o alúmina, de carácter polar, y por tanto la fase móvil era un disolvente orgánico poco 

polar.  
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Análisis de lípidos neutros mediante HPLC-ELSD 

La cromatografía es un método físico de separación basado en la distribución de los 

componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fija o estacionaria y otra móvil. La 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) es un tipo de cromatografía en la que la fase 

móvil es un líquido que fluye a alta presión a través de una columna que contiene una fase 

estacionaria con partículas de tamaño muy pequeño. 

La cromatografía de fase normal utiliza una fase estacionaria polar y una fase móvil apolar. 

Esta técnica se caracteriza por separar los compuestos en base a los grupos funcionales polares 

presentes en la molécula, no teniendo apenas relevancia en la separación, las cadenas 

alquílicas o grupos hidrófobos. Este hecho posibilita la separación de clases de lípidos 

independientemente de la longitud y grado de insaturación de la cadena hidrocarbonada. No 

obstante, la estructura total de la molécula afecta a la separación, y aunque el efecto de los 

grupos alquilo sobre el tiempo de retención es limitado, también se debe tener en cuenta. 

Además, los efectos estéricos tienen también influencia en la retención, haciendo posible la 

separación de isómeros cis y trans. Por lo tanto, este tipo de cromatografía es la de elección 

cuando se tienen que analizar mezclas comerciales de aceites, debido a la presencia de una 

mezcla compleja de especies químicas. 

El sistema de detección evaporativo de dispersión de luz ha revolucionado el análisis de 

lípidos mediante HPLC desde su introducción sobre el año 1978 [156]. Este tipo de detector 

trabaja mediante la dispersión de luz que producen las partículas sólidas de los solutos que 

permanecen en la muestra después de la evaporación de la fase móvil. El detector evaporativo 

de dispersión de luz (ELSD) ha permitido un gran avance en la detección de clases de lípidos 

mediante HPLC. Este detector no está limitado por la naturaleza del disolvente, su flujo o 

temperatura ambiente. Una de las principales ventajas del ELSD frente a otros detectores como 

los de fluorescencia, UV-visible o fotodiodos es su enorme versatilidad, ya que es un detector de 

masa y permite la detección y la cuantificación de metabolitos, tengan o no grupos cromóforos 

en su estructura. Esta característica hace que el ELSD ofrezca normalmente una cuantificación 

mucho más rápida y directa, ya que no es necesario derivatizar los compuestos para que sean 

detectados, y proporciona una respuesta cuantitativa. En el análisis de lípidos por HPLC el 

detector evaporativo de dispersión de luz puede ser usado para aquellos solutos que tengan 

volatilidad inferior a la de la fase móvil. El ELSD tiene gran aplicación en análisis farmacéutico, 
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ya que permite la detección directa de todos los compuestos no volátiles, siendo indiferente su 

estructura química. 

 

Figura 6. Diagrama del detector evaporativo de dispersión de luz (ELSD). 

Análisis de lípidos por cromatografía de gases 

El primer trabajo en el que se hace pasar una fase móvil gaseosa a través de una columna 

data de 1951, dando lugar a la técnica conocida como cromatografía de gases. Esta técnica, 

descrita por Martin y James en 1952, es en la actualidad un método usado ampliamente para la 

separación de los componentes volátiles y semivolátiles de una muestra. La combinación de 

altas resoluciones, sensibilidad y tiempos de análisis cortos la ha convertido una técnica de 

rutina usada en la mayoría de los laboratorios. Respecto a la cromatografía líquida, la 

cromatografía de gases tiene la ventaja de disponer de detectores mucho más universales (por 

ejemplo, el de ionización de llama). Además, para numerosas aplicaciones, los métodos son más 

simples, más rápidos y más sensibles que los correspondientes a la cromatografía líquida de alta 
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resolución. La instrumentación requerida para cromatografía de gases también es mucho más 

sencilla y económica que la empleada en HPLC. 

Sin embargo, en cromatografía de gases, la influencia de la temperatura sobre la distribución 

del equilibrio es considerable, a diferencia de la cromatografía líquida. Por ello, la cromatografía 

de gases presenta limitaciones en tres casos: compuestos poco volátiles, generalmente los de 

peso molecular superior a 300 u.m.a., compuestos sensibles a una elevación de la temperatura y 

compuestos que se encuentran en forma iónica (puesto que son en general poco volátiles). 

Por esta razón, la cromatografía de gases se emplea cuando los componentes de la mezcla 

problema son volátiles o semivolátiles y térmicamente estables a temperaturas de hasta 350-

400ºC. En cambio, cuando los compuestos a analizar son poco volátiles y/o termolábiles, la 

técnica separativa adecuada suele ser la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). 
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3. Resumen global de los resultados obtenidos y su discusión 

La síntesis de un lípido estructurado o la vehiculización lipídica de una sustancia con interés 

biológico necesita apoyarse sobre diversas tecnologías para ser llevada a cabo. Estas 

tecnologías deben ser escalables industrialmente, baratas y limpias, tanto para el medio 

ambiente como para obtener un producto final sin impurezas. 

Durante el proceso de síntesis es necesario conocer en todo momento la composición de las 

muestras con las que se trabaja, para lo cual el grupo en el que ha trabajado el doctorando  

trabajo cuenta con métodos de análisis publicados [1] y con los que se trabaja de forma habitual. 

Con el objetivo de tener una nueva herramienta de análisis y hacer más robusta la cuantificación 

de las muestras, se realizó el desarrollo de un nuevo método de cromatografía de gases. Se 

trataba de dividir la muestra en el cromatógrafo por clases de lípidos y poder cuantificarlos sin 

necesidad de realizar una preparación previa de la muestra, para lo cual se realizó una inyección 

directa en la columna. Para la cuantificación de las muestras inyectadas se utilizaron dodecano y 

hexadecano como patrones internos. Se obtuvo un factor de respuesta para cada uno de los 

analitos bajo estudio por medio de cinco inyecciones sucesivas de patrones puros a 

concentraciones conocidas [2]. En todos los casos la resolución de los diferentes picos fue 

superior a 3.5, lo que indica una separación completa de todos los componentes bajo estudio.  

Se estudió la variación en la respuesta al analizar las sustancias tanto entre días diferentes 

“inter-day”, como dentro de un mismo día “intra-day”. Para determinar la variación inter-day se 

realizaron seis inyecciones de la mezcla lipídica sometida a estudio durante cinco días diferentes 

a lo largo de todo un mes. Se obtuvo un alta reproducibilidad en los tiempos de retención y una 

aceptable precisión en la respuesta. Hay que considerar que la variación inter-day de la 

respuesta fue menor de 6 excepto para los tocoferoles. Este resultado, junto con la aparición de 

color en la mezcla sometida a evaluación, indicó que los tocoferoles sufrieron oxidación durante 

el almacenamiento de la mezcla lipídica bajo estudio. El resto de compuestos fueron estables 

durante todo el estudio y produjeron una escasa variación en sus respuestas y tiempos de 

retención. La desviación estándar relativa de la variación intra-day para los tiempos de retención 

y las áreas nunca fue superior a 1 y 10 respectivamente. Para validar el método cromatográfico 

desarrollado, se inyectaron diferentes muestras lipídicas obtenidas en el laboratorio, y se 

cuantificaron utilizando los factores de respuesta obtenidos. Se cuantificó un destilado 
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desodorización de aceite de soja, una mezcla de ésteres de esterol producida durante una 

esterificación enzimática de esteroles con ácidos grasos procedentes de la leche, y un producto 

intermedio de la alcoholisis química de aceite de hígado de tiburón. 

Con el método publicado por Torres-Vázquez [1] es posible conocer la composición de una 

muestra en clases o familias de lípidos. El método descrito de cromatografía de gases “on 

column”, en combinación con este, proporciona una herramienta robusta y eficaz para el análisis 

de muestras lipídicas. El método descrito por Torres-Vázquez, por ejemplo, indica qué 

concentración de ácidos grasos libres, esteroles y ésteres de esteroles hay en una mezcla 

concreta. En cambio el método publicado por Torres-Tenllado [3]  divide estas familias lipídicas 

por longitudes de cadena, es decir, indica cuántos ácidos grasos libres hay en la muestra, 

cuantos esteroles y cuantos esteres de esteroles. Incluso es posible identificar el ácido graso, el 

esterol y el éster de esterol. Para ilustrar este ejemplo se analizó el producto de una 

esterificación enzimática de fitoesteroles con grasa láctea en la que se separaron 24 ésteres de 

esterol diferentes procedentes de la esterificación. En la muestra existen tres tipos principales de 

esteroles (campesterol, estigmasterol y sitosterol) y ocho ácidos grasos diferentes, con lo que se 

pueden formar 24 tipos diferentes de ésteres de esterol. Mediante la combinación entre el 

número de  esteroles y de ácidos grasos, es posible conocer el número de especies de ésteres 

de esteroles presentes. Este resultado muestra la versatilidad de este método y lo adecuado del 

mismo para trabajar junto a otros métodos de análisis como el HPLC y GC split-splitless. 

La biocatálisis enzimática ha demostrado ser una herramienta eficaz, selectiva y limpia, tanto 

para la síntesis como para la catálisis de un lípido. El uso de enzimas en alguna etapa industrial 

implica un alto coste del proceso, por lo que la reutilización del biocatalizador se hace 

imprescindible. A su vez la reutilización de la enzima debe hacerse de tal manera que el 

producto obtenido sea siempre el mismo, no importando el ciclo de reutilización de un mismo lote 

de biocatalizador. Para esto es necesario modelar la cinética de la reacción enzimática 

considerando la desactivación de la enzima como uno de los parámetros clave. 

Tras diversos ensayos utilizando diferentes enzimas en multitud de condiciones de reacción, 

se decidió trabajar con la lipasa de Pseudomona cepacia (recientemente reclasificada como 

Burkhoderia cepacia) en reacciones de alcoholisis, ya que producía una elevada conversión de 

triglicéridos (90%) en tiempos reducidos y su reutilización era factible, puesto que su 

desactivación en reacciones de alcoholisis era muy reducida. Para trabajar con esta lipasa se 
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puso a punto un método de inmovilización que permitió recuperar la enzima después de cada 

ciclo de reacción. 

Se pudo apreciar cómo las concentraciones de FAEE presentes en la mezcla de reacción 

variaron durante los ciclos 2º, 5º, 10º, y 15º. La concentración de los FAEE a las 6 horas de 

reacción en los ciclos 2º, 5º,10º y 15º fueron de 1104.3, 897.7, 613.9 y 441.8mM 

respectivamente. Estos resultados indicaron que la desactivación de la lipasa tenía un efecto 

significativo en la producción de FAEE. Si la desactivación fuese despreciable se habrían 

obtenido niveles de FAEE similares en los cuatro ciclos bajo estudio. Para describir la perdida de 

actividad de la enzima con el tiempo se incorporó un término de desactivación en el modelo 

cinético. Con el fin de mejorar la calidad del ajuste se utilizó una expresión matemática para 

describir la desactivación enzimática que consideraba un mecanismo de desactivación 

irreversible acompañado de forma paralela por un reordenamiento irreversible de la lipasa 

produciendo una forma estable activa. Los valores obtenidos con este modelo de desactivación 

enzimática proporcionaron un buen ajuste de los valores obtenidos con los datos experimentales. 

Este resultado indicó que el mecanismo más probable para la desactivación de la lipasa seguía 

dos procesos paralelos que conducían a una forma estable y activa de la lipasa, y a otra forma 

inactiva. Debido a esto este modelo de desactivación fue empleado en la predicción de tiempos 

de reacción para la reutilización óptima del biocatalizador. La incorporación de este término de 

desactivación enzimática permitió usar el concepto de pseudo-tiempo de reacción, que 

transforma los tiempos de reacción de cada ciclo en sus correspondientes nuevos valores, es 

decir, los que se habrían obtenido si la enzima no hubiera sido parcialmente desactivada. 

El concepto de pseudo-tiempo de reacción responde a la desactivación de la lipasa y permite  

el ajuste de los datos cinéticos de las diferentes reacciones llevadas a cabo con el mismo lote de 

lipasa pero con diferentes grados de desactivación. Una aplicación importante de este concepto 

fue poder predecir cuánto tiempo más debía permanecer la mezcla de reacción en contacto con 

la lipasa, para conseguir un determinado grado de alcoholisis, dependiendo del grado de 

desactivación de la lipasa utilizada. 

Se realizó una primera predicción con el mismo lote de la lipasa empleada en los 15 ensayos 

anteriores. Este lote correspondía a una lipasa inmovilizada que estuvo trabajando en reacciones 

de alcoholisis durante 90 horas. El objetivo seguía siendo obtener una conversión del 90% de 

TAGs, lo que producía una concentración de FAEE de 933.7mM, que se fijó como objetivo. Esta 
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concentración debía alcanzarse sin tener en cuenta la actividad residual de la lipasa utilizada. De 

acuerdo con el modelo de desactivación propuesto, el pseudo-tiempo de reacción que producía 

esta concentración de FAEE fue de t*=2.772 h. Finalmente utilizando la ecuación obtenida con el 

modelo cinético fue posible predecir el tiempo necesario que debía durar el 16º ciclo para 

obtener la concentración molar de FAEE fijada como objetivo. Este tiempo de reacción resultó 

ser de 19.7h. Se llevó a cabo experimentalmente el 16º ciclo de alcoholisis durante 19.7h 

obteniendo una concentración de FAEE de 876.0mM. Este resultado reveló una razonable 

concordancia entre la conversión experimental y la predicha por el modelo cinético. 

Como ejemplo de vehiculización lipídica de una sustancia de interés biológico e industrial se 

llevó a cabo el estudio de la esterificación de tirosol con ácido graso oleico. Este estudio se 

centró en conocer el efecto de las distintas variables que intervenían en el proceso. La reacción 

se llevo a cabo en condiciones equimolares y en un medio de reacción sin disolventes. Se 

estudiaron los efectos del tamaño de partícula del tirosol, de la temperatura, concentración del 

biocatalizador y presión reducida. Además se llevaron a cabo estudios de reutilización del 

biocatalizador así como de actividad antioxidante mediante la prueba del rancimat. Todos estos 

estudios se realizaron comparando la lipasa de Candida antárctica inmovilizada en aglomerados 

de octil-sílice con la lipasa de Candida antarctica inmovilizada por Novozym (435).    

Cabe señalar que el tirosol no es soluble en ácido oleico en las condiciones de reacción 

ensayadas, y que una posible limitación en la velocidad de reacción es la velocidad de disolución 

del tirosol en el medio de reacción. Ha sido descrito con anterioridad que cuanto menor sea el 

tamaño de partícula de los reactivos, más rápida será la velocidad de reacción [4]. Las 

limitaciones de transferencia de materia asociadas a la velocidad de disolución del tirosol en la 

mezcla de reacción, fueron estudiadas usando tirosol comercial y tirosol tamizado con un tamaño 

de partícula inferior a 0,1 mm. Se logró mayor velocidad de reacción mediante el uso de tirosol 

con tamaño de partícula inferior a 0,1 mm. Cabe señalar que en los tiempos de reacción cortos 

(60 y 90 minutos), usando tirosol tamizado, la velocidad de reacción fue aproximadamente 3 y 2 

veces más rápida que con el tirosol original. Sin embargo se obtuvo una conversión final similar 

en los dos casos bajo estudio. En los experimentos posteriores se utilizó el tirosol tamizado como 

sustrato de la reacción. 

Se evaluó la solubilidad del tirosol en la mezcla de reacción para lo que se llevaron a cabo 

dos pruebas diferentes. En primer lugar se comparó la solubilidad del tirosol en ácido oleico a 40, 
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50 y 60ºC. También se determinó la solubilidad del tirosol en oleato de tirosol a 50ºC. Los 

resultados obtenidos indicaron una muy baja solubilidad del tirosol en ácido oleico, sin embargo 

la solubilidad del tirosol en oleato de tirosol fue 4 veces superior. Estos resultados indicaron que 

el oleato de tirosol producido en la reacción de esterificación mejoraba la solubilidad del tirosol 

en la mezcla de reacción, por lo que este podía contribuir positivamente en la velocidad de 

reacción de esterificación. 

La esterificación enzimática de tirosol con ácido oleico fue estudiada a tres temperaturas 

diferentes (40, 50 y 60ºC) con ambas enzimas. Como era de esperar, cuanto mayor fue la 

temperatura mayor fue la velocidad de esterificación observada. Se alcanzó el equilibrio de 

reacción cuando el oleato de tirosol llegó a concentraciones del 73% w/w a 40ºC, del 76% w/w a 

50ºC y del 79% w/w a 60ºC. En todos los casos bajo estudio la velocidad de esterificación fue 

más rápida en presencia de Novozym 435 que en presencia de los aglomerados de octil-sílice de 

la lipasa Candida antarctica. La menor actividad de la lipasa inmovilizada en los aglomerados, en 

comparación con la comercial, probablemente fue debida a una menor carga de lipasa de 

Candida antarctica en los aglomerados. Con el fin de preservar en lo posible la actividad de la 

lipasa y minimizar la volatilización y degradación del tirosol, los experimentos en adelante se 

realizaron a 50ºC. 

Disminuir el porcentaje de lipasa inmovilizada que se añade a la mezcla de reacción tiene 

como mayor ventaja la disminución del coste del bioproceso, además de disminuir la cantidad de 

material sólido en la mezcla de reacción, un hecho que es especialmente relevante cuando el 

porcentaje de material sólido en la mezcla de reacción es muy alto, se debe tener en cuenta que 

al comienzo de la reacción  el tirosol representa aproximadamente el 33% de la mezcla de 

reacción. Se compararon dos porcentajes diferentes de lipasa inmovilizada en la síntesis 

enzimática de oleato de tirosol, 5% y 10% w/w. La reducción de la cantidad de biocatalizador, 

produjo una disminución significativa en la velocidad de la reacción con las dos lipasas 

inmovilizadas, por lo tanto se utilizó un 10% en peso de biocatalizador en los experimentos 

posteriores. 

Todas las reacciones de esterificación llevadas a cabo a presión atmosférica condujeron a 

una mezcla de productos compuesta por oleato de tirosol y cantidades variables de ácido oleico 

y tirosol sin reaccionar. Con el fin de desplazar el equilibrio de la reacción hacia la formación de 

oleato de tirosol, el agua producida durante la reacción de esterificación debía ser eliminada. 
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Para alcanzar este objetivo se pueden utilizar diferentes estrategias, tales como el borboteo de 

nitrógeno, la utilización de un desecante o la realización de la reacción a presión reducida. Al 

hacer la reacción a vacío (200 mbar) se obtuvo una mezcla de productos compuesta por más de 

un 85% de oleato de tirosol en menos de 3 horas, tanto con Novozym 435 como con la lipasa de 

Candida antárctica inmovilizada en los aglomerados de octil-silice. Sin embargo se necesitó 

mayor vacío para eliminar por completo el agua de la mezcla de reacción. Por lo tanto, para 

alcanzar una conversión de ácido oleico y tirosol superior al 85% se utilizó un vacío de 10 mbar. 

Bajo estas condiciones se obtuvo una mezcla de productos compuesta por más de un 95% de 

oleato de tirosol, en 2 horas para Novozym 435 y en 3 horas para lipasa de Candida antárctica 

inmovilizada en los aglomerados. El distinto contenido en agua de las dos enzimas inmovilizadas 

(1,77% para Novozym 435 y 2,17% para el aglomerado de octil-sílice) también podría 

desempeñar un papel importante en la velocidad de reacción observada. 

Otro aspecto importante a tener en cuenta fue la volatilidad parcial del tirosol. Otros autores 

[5] habían observado que un vacío y temperatura excesivos podrían conducir a la destilación 

parcial del tirosol. Con el fin de evaluar la evaporación parcial del tirosol se puso a vacío (10mb) 

durante 8 horas una mezcla de reacción similar a la descrita anteriormente, pero sin la adición de 

enzima. Transcurrido este tiempo una parte alícuota de la mezcla fue analizada y el contenido de 

tirosol fue comparado con el de la mezcla inicial. Se observó un porcentaje idéntico de tirosol en 

las muestras analizadas, lo que indica que bajo las condiciones experimentales ensayadas, la 

evaporación del tirosol es despreciable. 

Eliminar el agua de la mezcla de reacción puede tener dos efectos contrapuestos: 1) 

desplazar el equilibrio de la reacción hacia la formación de oleato de tirosol y 2) deshidratar la 

lipasa inmovilizada, lo que afecta a la actividad residual de los biocatalizadores. Como se ha 

dicho anteriormente la reutilización de la lipasa es un factor clave en la biocatálisis aplicada. Por 

lo tanto se debe llegar a un equilibrio entre la velocidad de reacción y la estabilidad enzimática. 

Con el fin de comprobar la actividad residual de la lipasa después de la reacción de 

esterificación, se realizaron tres ensayos consecutivos con el mismo lote para ambas lipasas. 

La recuperación del biocatalizador es el principal inconveniente para la reutilización de la 

lipasa en reactores discontinuos. Una de las principales dificultades es la separación del 

producto de la reacción de la enzima inmovilizada. En un estudio de reutilización del 

biocatalizador el primer ensayo no es comparable con el segundo y tercero, ya que en el primero 
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se utiliza enzima fresca y limpia, y en el segundo y tercero la enzima se encuentra impregnada 

del medio de reacción. Una estrategia para hacer los tres ensayos comparables entre sí es 

realizar una inmersión de la lipasa fresca en la mezcla de reacción durante cinco minutos para 

luego secarla a vacío antes de su utilización en los siguientes ensayos. Pero este procedimiento 

no pudo ser usado en el presente estudio debido a que la mezcla de reacción inicial contenía 

una alta proporción de material sólido (tirosol no disuelto), que podía interferir negativamente en 

la recuperación del biocatalizador por filtración a vacío. No obstante debe tenerse en cuenta que, 

después de 60 minutos de reacción enzimática a 50ºC y 10 mbar, el tirosol se encontraba 

disuelto por completo en la mezcla de reacción y por lo tanto, la recuperación de la lipasa fue 

factible en los tiempos de reacción de más de 1 hora. 

Los ensayos 2 y 3 para la síntesis enzimática de oleato de tirosol (ambos realizados con 

lipasa impregnada recuperada de la mezcla de reacción del primer ensayo) desarrollaron una 

velocidad de reacción similar, lo que indica que la inactivación para los dos inmovilizados 

enzimáticos puede considerarse insignificante. También se pudo observar que, para los dos 

inmovilizados bajo estudio, los ensayos 2 y 3 fueron más lentos que el primer ensayo. Esto 

puede atribuirse al aumento de las limitaciones de difusión de los reactivos cuando la lipasa ha 

sido previamente sumergida en la mezcla de reacción. 

Con estas condiciones de reacción fue posible obtener una mezcla de productos compuesta 

por más de un 95% de oleato de tirosol, en 2 horas con Novozym 435 y en 5 horas con los 

aglomerados de octil-sílice. A pesar de que la estabilidad de ambos catalizadores fue similar, la 

velocidad de reacción alcanzada con los aglomerados de octil-sílice fue menor que con 

Novovozym 435. La optimización del inmovilizado por medio de aglomerados de octil-sílice, para 

la obtención de un biocatalizador más activo y/o con más carga de enzima por gramo de soporte, 

es necesaria. 

Con el objetivo de realizar una comparación de ambos biocatalizadores para la esterificación 

de tirosol con ácido oleico, ésta se llevó a cabo utilizando las mismas unidades de actividad 

(1.687 UA) de Novozym 435 y del inmovilizado de la lipasa de Candida antarctica en 

aglomerados de octil-sílice. Los resultados indicaron que la velocidad de reacción fue similar con 

las dos lipasas bajo estudio. Por tanto, concluyó que la diferencia en la velocidad de reacción no 

se debió a un aumento de las limitaciones de transferencia de materia o de difusión debido a los 

aglomerados de octil-sílice y por lo tanto, se pudo afirmar que las diferencias de velocidad de 
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reacción observadas en los experimentos anteriores se atribuían exclusivamente a una mayor 

cantidad de miligramos de enzima por gramo de soporte en Novozym 435, en comparación con 

los de la lipasa de Candida antarctica inmovilizada en aglomerados de octil-sílice. Por esta 

razón, es conveniente llevar a cabo nuevos estudios con el fin de mejorar las capacidades de 

carga del nuevo soporte, pudiendo así incorporar una mayor cantidad de enzima por gramo de 

biocatalizador. 

Con el fin de conocer la actividad antioxidante del oleato de tirosol sintetizado y compararlo 

con la actividad del tirosol comercial se realizó la prueba del Rancimat. La actividad antioxidante 

está relacionada con el número de hidroxilos fenólicos, principalmente el orto-disustituido 

presente en algunos compuestos fenólicos pero no en el tirosol. Esto probablemente puede 

explicar la baja actividad antioxidante del tirosol descrita en varios estudios [6-7]. Sin embargo, el 

efecto antioxidante de los compuestos fenólicos en matrices lipídicas puede ser mejorado 

haciéndolos más lipófilos [8]. Al aumentar la concentración de oleato de tirosol en el aceite se 

observó un leve efecto protector contra la oxidación, casi linealmente dependiente hasta 3,7 

mmol/kg (1,500 mg/kg), llegando a la mayor actividad antioxidante a 11,2 mmol/kg (4500 mg/kg), 

después la actividad antioxidante pareció disminuir a la mayor concentración evaluada (20 

mmol/kg). Por el contrario, tirosol añadido a la misma concentración molar que el oleato de 

tirosol no mostró ningún efecto protector. De hecho fueron necesarias concentraciones mayores 

de tirosol (90 mmol/kg) para obtener un leve efecto protector. El estudio mostró que hacer el 

tirosol más lipófilo, por esterificación con ácido oleico, produce una ligera mejora de su 

capacidad antioxidante en el aceite. Del mismo modo, Torres de Pinedo y colaboradores [8] 

mostraron una mejora en el efecto antioxidante de los compuestos fenólicos en matrices lipídicas 

utilizando derivados de compuestos fenólicos esterificados con palmítico, esteárico y oleico. Por 

el contrario, Mateos y colaboradores [9] mostraron que los derivados de ésteres de tirosol, 

incluyendo oleato de tirosol, llevaron a un tiempo de inducción menor que el del tirosol libre, lo 

que sugiere un efecto antioxidante menor de los derivados lipófilos en matrices lipídicas. Este 

efecto antioxidante de los derivados lipófilos, contrario al producido por el oleato de tirosol en 

este trabajo, puede ser explicado por la utilización de una matriz de aceite diferente al del estudio 

de Mateos y colaboradores [9], realizado en aceite de oliva virgen extra. Por otro lado las 

condiciones Rancimat y las concentraciones de antioxidantes ensayadas fueron diferentes. 

Además, el diferente procedimiento para la producción de los ésteres de tirosol, podría conducir 

a diferentes actividades antioxidantes finales de los compuestos obtenidos. 
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De acuerdo con los resultados obtenidos el oleato de tirosol, probablemente menos polar que 

el tirosol, fue más eficaz como antioxidante en matrices de baja polaridad que el tirosol. Este 

resultado no está de acuerdo con la propuesta de la "paradoja polar" de los antioxidantes 

fenólicos, donde los antioxidantes más polares son más efectivos en los medios menos polares y 

los antioxidantes menos polares son más efectivos en los medios más polares [10]. En este 

sentido, Mateos y colaboradores [9] demostraron que el compuesto más polar (tirosol) fue el 

antioxidante más eficaz en el aceite, en comparación con los derivados esterificados del tirosol. 

Sin embargo, se ha sugerido que el concepto de "paradoja polar" no puede ser generalizado, ya 

que también se han obtenido algunas discrepancias [9, 11]. Torres de Pinedo y colaboradores [8] 

encontraron que los derivados lipófilos de ácidos fenólicos mostraron IT mayores o IT menores 

en matrices oleosas en función de los fenoles ensayados. Del mismo modo, Medina y 

colaboradores [12] y Lucas y colaboradores [11] describieron un aumento de los efectos 

antioxidantes en emulsiones de aceite en agua al aumentar la longitud de la cadena del ácido 

graso esterificado al hidroxitirosol, pero sólo hasta un cierto punto, lo que indica una tendencia 

no lineal con la naturaleza polar de los derivados lipófilos [11]. La "paradoja polar" se ha 

asociado con las afinidades de los antioxidantes polares en aceites hacia la interfase aire-aceite 

y las de los antioxidantes no-polares en emulsiones a la interfase aceite-agua [11]. A pesar de la 

“paradoja polar”, está generalmente aceptado que una mejor localización de los antioxidantes en 

las interfases inhibe la oxidación de los lípidos de manera más eficiente [11-13]. Por lo tanto, el 

mejor efecto antioxidante del oleato de tirosol observado en este trabajo, en comparación con el 

tirosol, podría ser explicado al menos parcialmente, debido a su mayor lipo-solubilidad, que 

podría permitir su mejor dispersión en el aceite mejorando su localización en la interfase aceite-

aire. 

La mayor parte de las veces el producto objetivo obtenido mediante reacción química o 

enzimática se encuentra embebido en una mezcla compleja de sustancias. Estas sustancias que 

acompañan al producto objetivo suelen ser sustratos que permanecen sin reaccionar, otros 

componentes del material de partida que no intervienen en la reacción y compuestos de 

degradación de sustratos y productos. Para obtener un ingrediente funcional de alta pureza o 

apto para el consumo humano, el compuesto objetivo debe ser concentrado y purificado de la 

mezcla compleja en la que se encuentre.  
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Con el objetivo de conocer y estudiar diferentes tecnologías limpias que permiten la 

purificación y concentración de lípidos, se realizaron estudios de fraccionamiento del producto de 

alcoholisis química de aceite de hígado de tiburón libre de escualeno. Se estudió el 

fraccionamiento mediante la extracción con CO2 supercrítico y mediante la destilación molecular. 

Se compararon ambas técnicas de fraccionamiento para la obtención de un concentrado de 

NEAKG totalmente caracterizado. También se realizó el estudio de la combinación de ambas 

técnicas para conseguir este objetivo. 

La reacción de alcoholisis química del aceite de hígado de tiburón dio lugar a un producto 

compuesto por un 70% de FAEE, 3.9% de MEAKG y un 9.9% w/w de NEAKG. La aparición de 

material no identificado (15.1%) podía indicar la presencia de compuestos de oxidación y/o 

polimerización no deseados, causados por la alcoholisis química del aceite de hígado de tiburón. 

Otros autores han descrito la aparición de compuestos de oxidación y oligómeros no deseados 

durante la transesterificación química de aceite de pescado [14]. Se puede especular que 

probablemente el nivel de oxidación del aceite de hígado de tiburón de partida pudo haber 

contribuido negativamente en la reacción de alcoholisis, iniciando las oxidaciones y/o 

polimerizaciones no deseadas. Además el contenido relativamente bajo de NEAKGs 9,9% w/w 

obtenido, en lugar del esperado 20% (w/w), podría indicar una posible degradación parcial del 

producto. 

Se debe tener en cuenta que este material no identificado podía también estar compuesto por 

pequeñas cantidades de glicerina residual, sales y agua procedentes de la reacción de 

alcoholisis y de los lavados posteriores. Con el fin de determinar la contribución del glicerol al 

material no identificado, se realizó un análisis colorimétrico de este compuesto con el producto 

obtenido después de la reacción de alcoholisis y los lavados. El porcentaje en peso de glicerol en 

este producto fue de 0,93%.  

Con el fin de producir suficiente material para los experimentos posteriores, se realizaron 

hasta 28 extracciones bajo las mismas condiciones (aprox. 9 Kg del producto de alcoholisis 

química). El producto objetivo en este caso (NEAKG) se concentraba en el residuo de la 

extracción, eliminando la mayor parte de los FAEE producidos durante la alcoholisis química. La 

composición mayoritaria de la mezcla de residuos obtenidos mediante las distintas extracciones 

con CO2 supercrítico fue: 16.4% de FAEE, 14.6% de MEAKG y un 35.3% (w/w) de NEAKG. 

Además se encontraron pequeñas cantidades de DEAKG (<1%), FFA (3.4%) y DAG (2.9%). Por 



138 

 

otro lado los residuos obtenidos al realizar las extraciones con CO2 supercrítico acumularon todo 

el material no identificado del producto de la alcoholisis química y por lo tanto la mezcla de estos 

residuos quedó altamente concentrada en este material de tal forma que constituía el 25.8% de 

la mezcla.  

Cabe destacar que el porcentaje de FAEE se redujo del 70% al 16% w/w por lo que se puede 

afirmar que la extracción con CO2 supercrítico es una excelente herramienta para eliminar la 

mayor parte de los FAEE producidos durante la alcoholisis química. Tras la alcoholisis química 

no se pudieron detectar DEAKG y FFA en el producto. Sin embargo, en la mezcla de los 

residuos aparecen DEAKG y FFA como consecuencia de la concentración de estos en la 

fracción no extraída. Este hecho indica que estos compuestos se encontraban en 

concentraciones por debajo del límite de detección del equipo de análisis (HPLC) en el producto 

de la alcoholisis, pero no en los residuos obtenidos tras la extracción de la mayor parte de los 

FAEE a través de CC-SFE. 

La inspección visual de los residuos y el porcentaje de material no identificado en los análisis 

posteriores indicaron que, además de NEAKGs y MEAKGs, otros compuestos no identificados 

fueron acumulados en esta fracción no extraída. La mezcla final de los residuos obtenidos por 

SFE (aprox. 4 Kg.) contenía un 25,8% de material no identificado que podía provenir de 

polimerizaciones no deseadas [15], auto-oxidación [16], procesos ocurridos durante el 

almacenamiento [17], tratamiento térmico [18], luz  [18-20], alcoholisis química [14] y el lavado. 

Además, la presencia de compuestos como el DAG y DEAKG en los residuos obtenidos en la 

parte inferior de la columna revelaba que la alcoholisis no fue completa. Sin embargo, se debía 

alcanzar un compromiso entre la aparición de compuestos no deseados y la conversión de la 

reacción en términos de temperatura, tiempo y concentración de etóxido sódico. Por ejemplo, si 

la reacción de alcoholisis se lleva a cabo a temperaturas más reducidas, se deberá aumentar el 

tiempo de reacción o añadirse una mayor concentración de etóxido sódico, a fin de que la 

conversión de residuos de ácidos grasos a sus ésteres etílicos correspondientes siga siendo 

eficiente. Estas dos variables podrían tener también un efecto negativo sobre la aparición de 

material no identificado. Por esta razón, el equilibrio mencionado entre la temperatura, el tiempo 

de reacción y la concentración de reactivo debe ser alcanzado. Por último, cabe indicar que una 

posible fuente que explique el porcentaje de ácidos grasos libres detectados en los residuos, 

pudo ser la reacción de hidrólisis de los ésteres etílicos de ácidos grasos llevada a cabo por el 
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hidróxido sódico generado a partir del etóxido sódico durante los procesos de lavado. La 

presencia de acilgliceroles, MEAKG, FFA, y material no identificado en los residuos, hace 

necesaria una segunda etapa de fraccionamiento con el fin de obtener un producto apto para el 

consumo humano. Debido a esto se realizó el estudio de la purificación de los residuos obtenidos 

por CC-SFE por medio de la destilación molecular. 

Una vez realizado el estudio de la concentración de NEAKG en los residuos de la extracción 

con CO2 supercrítico, y con el fin de comparar directamente esta tecnología con la destilación 

molecular para el fraccionamiento y purificación de NEAKG; se llevó a cabo el estudio de 

fraccionamiento del producto de alcoholisis química (aprox. 3 kg) mediante destilación molecular. 

En primer lugar el producto de la alcoholisis se pre-destiló o desgasificó a 100ºC y 2x10-4 bar, 

con el objetivo de eliminar el agua residual, el glicerol y los compuestos volátiles menores, como 

otros autores han descrito previamente [21]. Estos compuestos volátiles deben ser retirados de 

la muestra ya que su presión de vapor puede dificultar que se alcance el nivel máximo de vacío. 

Teniendo como base diversos estudios previos [22-24], se ensayaron diferentes temperaturas de 

destilación (130, 150, 160 y 170ºC), utilizando en todos los casos el residuo de la desgasificación 

como material alimentado.   

Se observó que los residuos de las diferentes destilaciones ensayadas contenían una mayor 

concentración de material no identificado, por lo que se puede indicar que el mencionado  

material no identificado debía tener mayor peso molecular y menor volatilidad que el material 

obtenido en el destilado. Con el fin de obtener un destilado altamente enriquecido en NEAKG, y 

libre de estos materiales no identificados, los residuos obtenidos se destilaron de nuevo. Cabe 

también decir que el material alimentado, en algunas ocasiones, experimentó una solidificación 

parcial, aumento de la viscosidad y de la turbidez, probablemente relacionados con la alta 

proporción de los mencionados materiales sin identificar, sucesos ya observados por otros 

autores [25]. Por esta razón, el material de alimentación se filtró a vacío para eliminar el posible 

material en suspensión que pudiese perjudicar las destilaciones posteriores. 

Los resultados obtenidos revelaron que a 130ºC, más del 50% de los FAEE de partida se 

destilaron sin apenas desaparición de los NEAKGs. Por otra parte, el rendimiento de NEAKG del 

residuo de destilación a 130ºC fue aproximadamente del 90%, por lo que esta temperatura fue 

seleccionada para eliminar la mayor cantidad de FAEE del producto de la alcoholisis química 

previamente desgasificado. 
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Con el fin de mejorar la destilación de FAEE a 130ºC la velocidad de alimentación se redujo 

de 1 a 0.5 L/h manteniendo las condiciones de operación de temperatura, vacío y velocidad del 

rotor. Este cambio aumenta el tiempo de residencia de la muestra en el destilador, facilitando la 

vaporización de los FAEE. De esta manera 1,3 Kg del producto de alcoholisis desgasificado se 

destiló a 130ºC con una velocidad de alimentación de 0,5 L/h.  

La destilación llevada a cabo a 130ºC eliminó aprox. el 70% del total FAEE y sólo el 6% de 

NEAKGs del residuo de destilación. Se puede concluir que 130ºC es una temperatura adecuada  

para la concentración de NEAKG en los residuos de destilación. Sin embargo al destilar a 130ºC, 

además de la concentración de NEAKG en el residuo, también se observó una alta 

concentración de material no identificado. Por lo tanto se hacía necesaria una nueva destilación 

para obtener un destilado libre de material no identificado. Cabe también señalar que, aunque a 

150, 160 y 170ºC los porcentajes de FAEE destilado fueron mayores, también aumentaron los 

porcentajes de NEAKG extraído, lo que reduce el rendimiento de este producto en los residuos. 

Por esta razón temperaturas superiores a 130ºC fueron descartadas para la destilación de 

FAEE. Además la utilización de altas temperaturas en el proceso de destilación se debe evitar 

tanto como sea posible con el objetivo de minimizar la formación de compuestos no deseados. El 

residuo obtenido (aprox. 463 g) durante la destilación a 130ºC y 0,5 L/h de caudal de 

alimentación, fue nuevamente destilado a 220ºC con el fin de obtener un destilado (aprox. 267 g) 

altamente enriquecido en NEAKG y libre de material no identificado. 

El rendimiento de NEAKG en el destilado a 220ºC fue del 85%. Este destilado se encontró 

libre de material no identificado y correspondía al 73,5% de los NEAKGs  presentes en el 

material de partida. Cabe también señalar que este destilado a 220ºC se encontró libre de 

MEAKG. 

Respecto a la composición de los FAEE presentes en el destilado obtenido a 220ºC fue 

C22:1, C20:5, C22:5 y C22:6 debido a que los FAEE de menor peso molecular se destilaron en 

etapas anteriores, tales como la desgasificación y la destilación a 130ºC y como ha sido descrito 

por otros autores [22-23].  

Finalmente con el objetivo de conocer el resultado de la combinación de ambas tecnologías 

de concentración y purificación, y de forma análoga a los estudios de  purificación de 1,2-DAG a 

partir de aceites vegetales descritos por otros autores [26], se realizaron diferentes ensayos de 
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destilación utilizando como material de partida la mezcla de los residuos obtenidos mediante la 

extracción con CO2 supercrítico. De nuevo el estudio de destilación molecular pretendía obtener 

un destilado  rico en NEAKG con una concentración insignificante de material no identificado. El 

primer paso de la destilación molecular consistió nuevamente en una pre-destilación o 

desgasificación a 100ºC y 2x10-4 bar para eliminar los compuestos volátiles del material de 

partida. El residuo obtenido en este paso previo fue utilizado como material de partida para el 

estudio de las diferentes temperaturas de destilación.  

Se llevaron a cabo destilaciones a 180, 200, 220 y 240ºC. Estas temperaturas fueron 

escogidas en base a los resultados descritos por otros autores para la destilación de moléculas 

similares a los NEAKG como los MAG [21, 27-28]. En todos los ensayos los residuos de 

destilación acumularon la mayor parte del material no identificado y los destilados se encontraron 

casi libres del mismo. La destilación a 220ºC produjo un destilado compuesto principalmente por 

NEAKG y FAEE, dejando en el residuo algunos FAEE, DEAKG, MEAKG y todo el material no 

identificado. Se debe indicar que esta temperatura de destilación es superior a la temperatura de 

cambio térmico de los  ésteres etílicos de EPA y DHA, como describen otros autores [23, 29-30], 

pero la destilación debió llevarse a cabo a esta temperatura ya que el objetivo del trabajo fue 

destilar los NEAKG, que tienen un punto de ebullición mayor que el de los ésteres etílicos de 

EPA y DHA. El destilado obtenido era sólido a temperatura ambiente, incluso a 40ºC, por lo que 

el condensador interno se mantuvo a 60ºC. Al enfriarse el destilado se tornaba blanco y opaco. 

La destilación a 240ºC dio lugar a un destilado de color oscuro que contenía un porcentaje de 

material no identificado del 10% además de un pequeño porcentaje de MEAKGs. Por ambas 

razones la destilación a 240ºC fue descartada. En cuanto a los rendimientos cabe destacar que a 

220ºC más del 90% de los NEAKGs totales fueron destilados. A esta temperatura también fueron 

destilados aprox. el 75% de los FAEE. 
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4. Conclusiones 

• En relación con el Objetivo 1 (Mejorar y fortalecer la metodología  de análisis de 

muestras lipídicas para disponer de una herramienta analítica eficiente y versátil para el 

seguimiento de las reacciones de transformación de lípidos orientadas a la obtención de 

portadores de compuestos bioactivos): 

El método cromatográfico desarrollado puede ser utilizado para el análisis de numerosas 

clases de lípidos sin ningún tratamiento previo de la muestra. Proporciona una alta 

reproducibilidad de los tiempos de retención de las diversas clases de lípidos. Los factores de 

respuesta calculados pueden ser utilizados para la cuantificación de los componentes 

mayoritarios y minoritarios de numerosos aceites y grasas. El método analítico cumple su función 

adecuadamente ya que se ha demostrado que es válido para la monitorización de las cinéticas 

de reacciones enzimáticas con lipasas en las que están implicados lípidos diversos como 

esteroles, acilgliceroles y alquilgliceroles.  

• En relación con el Objetivo 2 (Disponer un modelo cinético aplicable a reacciones 

enzimáticas para elucidar expresiones de velocidad de reacción y de la desactivación de 

la enzima, evaluando el potencial de reutilización de la enzima inmovilizada): 

Las expresiones matemáticas obtenidas constituyen un modelo fiable de la cinética de 

reacciones enzimáticas ya que representan correctamente tanto la tasa de aparición de FAEE 

como la tasa de desactivación de la lipasa según se ha confirmado en reacciones de alcoholisis 

de aceite de girasol catalizadas por la lipasa de Pseudomonas cepacia. Esta conclusión se basa 

concretamente en los siguientes resultados: 

- Alta correlación entre los datos predichos de composición de las mezclas de reacción según 

el tiempo y los resultados  experimentales fue obtenida en 15 ciclos de reacción sucesivos con el 

mismo lote de lipasa y tiempos de 6 horas. 

- El tiempo que la enzima requiere para alcanzar la conversión de enlaces éster deseado fue 

predicho correctamente utilizando la expresión del pseudo-tiempo de reacción que contiene 

información tanto de la velocidad de reacción como de la velocidad de desactivación lipasa. 
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- Los tiempos de reacción predichos para alcanzar la formación de un 38% de FAEE fueron 

verificados experimentalmente mediante la realización de reacciones de alcoholisis sucesivas. La 

correlación entre la conversión deseada y la obtenida experimentalmente validan la metodología 

desarrollada para estimar el tiempo de reacción en reacciones enzimáticas de lípidos.  

• En relación con el Objetivo 3 (Disponer de un modelo predictivo para optimizar, mediante 

tecnología de fluidos supercríticos, la separación de las mezclas de monoglicéridos, 

diglicéridos y triglicéridos que se producen en la reacciones de etanolisis enzimática 

para poder disponer con suficiente pureza de la molécula de partida para la síntesis de 

lípidos estructurados): 

La aplicación de la Ecuación de Estado de Contribución Grupal (GC.EoS) conduce a la 

obtención de un modelo predictivo correcto para representar el comportamiento de los equilibrios 

de fases  integradas por mono-, di-, triglicéridos y dióxido de carbono a alta presión ya que los 

datos obtenidos por predicción tienen un alto grado de coincidencia con los obtenidos 

experimentalmente. La validez  del modelo obtenido fue comprobada mediante la aplicación al 

fraccionamiento de una mezcla compleja de glicéridos resultante de una reacción de etanolisis 

de aceite de girasol catalizada por una lipasa.   

• En relación con el Objetivo 4 (Conocer el comportamiento de tecnologías de efecto 

análogo en la separación de mezclas lipídicas con el fin de elegir la opción más 

conveniente para determinados procesos de obtención de lípidos funcionales): 

Los mejores resultados para el fraccionamiento y purificación de mezclas de reacciones de 

lípidos se obtienen mediante la aplicación combinada de la extracción supercrítica (SFE) y la 

destilación molecular (SPD) con ventaja en cuanto a la aplicación individual de una u otra 

tecnología. 

A partir de la mezcla resultante de la alcoholisis química de aceite de hígado de tiburón, se 

trataba de obtener una fracción de alquilgliceroles libres, no esterificados (NEAKGs). Mediante 

SFE solo se consiguió una concentración del 35% de NEAKGGs. Medinte SPD la concentración 

fue del 50%. Cuando se combinaron SFE y SPH la concentración de la fracción de NEAKGs fue 

del 70%.  
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• En relación con el Objetivo 5 (Conseguir la esterificación de tirosol y ácido oleico, 

productos procedentes del aceite de oliva, bajo diferentes condiciones de reacción, para 

evaluar dichas condiciones y obtener un antioxidante de alta actividad, familiar en al 

ámbito alimentario como es el tirosol, comunicándole un carácter lipofílico que de 

manera natural no posee con la consiguiente limitación de solubilidad en el aceita de 

oliva):   

El proceso desarrollado para la síntesis de oleato de tirosol en condiciones equimolares en 

ausencia de disolventes orgánicos usando como biocatalizador la lipasa de Candida antarctica  

permite obtener oleato de tirosol de una pureza del 95%. Este derivado lipófilo del tirosol muestra 

una actividad antioxidante superior al tirosol libre en matrices oleosas. El carácter lipídico 

comunicado al tirosol permitirá la inclusión de cantidades significativas de este compuesto 

bioactivo en matrices lipídicas con una distribución homogénea. 
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