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RESUMEN

Las enzimas lipolíticas son biocatalizadores que llevan a cabo reacciones de síntesis, hidrolisis o intercam-
bios de grupos en sustancias oleosas. Las enzimas lipolíticas presentes en la naturaleza han sido utilizadas en 
la producción de alimentos durante millones de años, pero en las últimas décadas han adquirido una mayor 
importancia; debido a la multitud de aplicaciones tecnológicas en las que son capaces de actuar y a las ventajas 
que presentan frente a los catalizadores convencionales no biológicos. Una de las principales fuentes de estos 
biocatalizadores son las bacterias, ya que son fáciles y rápidas de cultivar, entre otras ventajas, y gracias a las 
técnicas de biología molecular pueden obtenerse en grandes cantidades. El objetivo de este trabajo es describir 
algunas de las aplicaciones industriales de las enzimas lipolíticas en las diferentes industrias, además, de hacer 
una breve reseña sobre sus propiedades generales, clasificación, mecanismo de actuación y el marco legal que 
las engloba.
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ABSTRACT

The lipolytic enzymes are biocatalysts which carry out synthesis, hydrolysis reaction or transesterification 
of fat. The lipolytic enzymes that are found in nature have been used for the production of food during million 
years, but in the last decades they have acquired a high importance; due to multiple technologic applications 
in which they are able to act and to its advantages owned as opposed to non-biologic conventional catalysts. 
One of the main sources of these catalysts is bacterial, due to the fact that they are easy and quick to cultivate, 
among other advantages, and thanks to the molecular biology can be obtained in great amount. The aim of this 
paper is to describe several industrial applications of the lipolytic enzymes, and to do a slight review about its 
general properties, classification, acting mechanism and framework law.

Key words: food enzymes, food processing, esterases/lipases.

estables frente a diferentes detergentes, iones 
(aunque alguno puede activarlas o inhibirlas) 
y agentes químicos, y, en general, no requieren 
cofactores. Por estos motivos, y debido al co-
nocimiento existente sobre estas enzimas, a su 
disponibilidad, y al hecho de que los procesos 
en los que intervienen son generalmente me-
nos costosos y menos contaminantes, que sus 
correspondientes procesos químicos, las lipasas 
bacterianas son las enzimas más versátiles y 
más ampliamente utilizadas en biotecnología 
(Bornscheuer 2002).

Las enzimas microbianas han venido em-
pleándose en proceso de fermentación tales 
como la fabricación de queso, vino, cerveza, 
pan, etc desde el Neolítico (Prajapati and Nair, 
2003). Pero la producción de preparados enzi-
máticos data desde el siglo XIX (Olempska-
Beer et al., 2006). Fecha a partir de la cual, 
las enzimas lipolíticas cobraron una gran im-
portancia en la industria química, farmacéutica, 
alimentaria etc.

A nivel mundial hay diversidad de empresas 
que se han especializado en la producción y 
búsqueda de estas enzimas, y con las técnicas 
de mutagénesis dirigida e ingeniería genética se 
están desarrollando enzimas recombinantes que 
incluso pueden ser diseñadas desde su concep-
ción para que catalicen una reacción química 
muy específica o bien sean más resistentes a 
determinadas condiciones de temperatura, pH, 
presencia de solventes, etc. Los productos ob-
tenidos de las nuevas lipasas requerirán un es-

INTRODUCCIÓN

Las enzimas lipolíticas son un grupo de en-
zimas que se encuentran ampliamente distribui-
das en la naturaleza, tanto en animales, en plan-
tas como en microorganismos; Independiente-
mente de su naturaleza, todas ellas tienen una 
actividad común, ya que catalizan la hidrólisis 
de los enlaces esteres formados entre un ácido 
y un alcohol (Ro., et al., 2004).

Las enzimas lipolíticas bacterianas han reci-
bido un gran protagonismo debido a las venta-
jas que presentan: poseen diversas actividades 
catalíticas, se pueden obtener en gran cantidad, 
son económicas, se producen de forma regular, 
son estables y su proceso de producción es más 
factible y seguro, debido a que los microorga-
nismos son fáciles de cultivar por sus simples 
exigencias nutritivas y su tiempo de generación 
más reducido (Olempska-Beer et al., 2006). 

Las enzimas lipolíticas bacterianas son ac-
tivas en un amplio rango de sustrato, pudiendo 
realizar reacciones de síntesis, hidrólisis o de 
intercambio de grupos, muchas veces de forma 
altamente quimio, regio o estereoespecífica (ac-
túan sobre un compuesto químico muy concreto, 
produciendo un solo tipo de reacción y un solo 
tipo de producto), y sin llevar a cabo reacciones 
laterales o generar subproductos. Además, estas 
enzimas son altamente estables en un amplio 
rango de temperaturas, pH y solventes orgáni-
cos, aunque la mayoría presentan una mayor 
actividad a pH neutros o básicos. Son también 
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tudio para demostrar su inocuidad antes de su 
aplicación definitiva a la industria alimentaria. 
Los productos de este tipo estudiados hasta el 
día de hoy, no poseen efectos negativos sobre 
la población. 

Estos condicionantes han llevado a la clona-
ción y caracterización de muchas de estas en-
zimas, así como al estudio de los mecanismos 
moleculares que controlan su expresión, su ple-
gamiento y su secreción. Por tanto, el objetivo 
de esta revisión es hacer una breve descripción 
sobre sus propiedades, clasificación, mecanis-
mos de actuación y sus potenciales aplicaciones 
industriales.

PROPIEDADES GENERALES DE ENZI-
MAS LIPOLÍTICAS BACTERIANAS

Atendiendo a la bibliografía, se puede decir, 
de forma genérica, que las enzimas lipolíticas 
se dividen en dos grandes grupos: las lipasas 
(EC3.1.1.3.) y las esterasas o carboxilesterasas 
(EC 3.1.1.1) (Akoh et al., 2004).

Las lipasas son específicas para acilglice-
roles con ácidos grasos de cadena larga (>10 
átomos de carbono), siendo la trioleína su sus-
trato de referencia; mientras que las esterasas 
actúan específicamente sobre acilgliceroles de 
cadena corta (<10 átomos de carbono), y otros 
esteres simples, siendo la tributirina su sustrato 
estándar (Arpigny y Jaeger, 1999).

Estos dos tipos de enzimas se pueden di-
ferenciar generalmente en base a otras carac-
terísticas, las cuales están relacionadas direc-
tamente con la especificidad de sustrato. Así, 
las lipasas muestran preferencia por sustratos 
altamente hidrofóbicos, insolubles y agregados, 
y presentan sitios de unión largos para acomo-
dar al ácido graso a escindir. Sin embargo, las 
esterasas actúan sobre sustratos más solubles y 
con un grado de hidrofobicidad más variable. 
Además, las lipasas muestran un mayor número 
de aminoácidos no polares localizados en las 
zonas expuestas al solvente y en la región del 
centro activo en comparación con las esterasas, 

así como un rango de sustrato más amplio, una 
mayor regioselectividad y estereoespecificidad 
(Forjan et al., 2000). Ambos enzimas muestran 
estabilidad en presencia de disolventes orgáni-
cos, siendo algo más pronunciado en lipasas. 

Las esterasas también pueden ser distingui-
das de las lipasas por el denominado “fenómeno 
de activación interfacial”, el cual sólo ha sido 
observado en lipasas. Este fenómeno de activa-
ción interfacial es debido a un dominio hidrofó-
bico, denominado “lid” (tapa), que se encuentra 
alrededor del centro activo de la enzima. Por 
lo que requieren una concentración crítica de 
sustrato para que se produzca el movimiento de 
“lid”, haciendo accesible el sustrato al centro 
activo (Verger., 1997). Por ello, las esterasas 
obedecen a la clásica cinética de Michaelis-
Menten, mientras que las lipasas presentan una 
cinética compleja no Michaeliana. Las diferen-
cias generales entre estas enzimas podemos ver-
las definidas en la tabla 1

Con respecto a su estructura, todas las enzi-
mas lipoliticas presentan el plegamiento típico 
de las α/β hidrolasas (“α/β hydrolase fold”), 
que consiste en una estructura central forma-
da por 8 láminas β interconectadas por hélices 
α. El centro activo de estas enzimas, que está 
cubierto por un “lid” en las lipasas, tiene tres 
aminoácidos catalíticos cuya posición dentro 
del plegamiento suele estar conservada. Los 
tres aminoácidos que forman la triada catalítica 
son la serina nucleofílica, un ácido aspártico o 
un ácido glutámico y una histidina. 

La serina catalítica está generalmente inclui-
da en el pentapéptido conservado Gly(Ala)-X-
Ser-X-Gly (donde X puede ser cualquier ami-
noácido), el cual forma un giro entre la lámina 
β5 y la siguiente hélice α cuya función es esta-
bilizar y orientar la serina nucleofílica, y que es 
conocido como “nucleophilic elbow”. Además, 
el centro activo contiene otras estructuras que 
intervienen en la estabilización los intermedia-
rios producidos durante la catálisis (“oxyanion 
hole”), o que se encargan de acomodar el ácido 
a escindir (“scissile fatty acid binding pocket”) 
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u otras partes del sustrato, y cuyas caracterís-
ticas condicionan la especificidad de sustrato 
y la selectividad de estas enzimas (Jaeger and 
Reetz., 1998).

Una esterasa bacteriana que ha sido crista-
lizada es la Est30 (PDB: 1TQH), procedente 
de Geobacillus stearothermophilus (Liu et al., 
2004a); la cual es un dímero de 247 aminoá-
cidos con un peso molecular de 28.2 KDa. Y 
la estructura tridimensional puede verse en la 
figura 1.

CLASIFICACIÓN DE LIPASAS Y ESTE-
RASAS BACTERIANAS

En la bibliografía existente sobre las en-
zimas lipolíticas, existen diferentes formas de 
clasificarlas: en función de la especificidad de 
sustrato, en función de las secuencias de ami-
noácidos conservados o en función de la espe-
cificidad del sustrato y la sensibilidad a varios 
inhibidores de estas enzimas (Park et al., 2006).

La clasificación más aceptada en la actua-
lidad, fue propuesta por Arpigny y Jaeger en 
1999. Estos autores estudiaron todas las enzimas 
lipolíticas bacterianas que había en el momento, 
y basándose en su secuencia de aminoácidos y 
en sus propiedades biológicas, realizaron una 
clasificación. 

Estos autores las clasificaron en 8 familias: 
las lipasas verdaderas, la familia II o GDSL, la 
familia III, la familia IV o HSL (lipasa sensi-
ble a hormona), la familia V, la familia VI, la 
familia VII y la familia VIII. En la tabla 2 se 
muestran algunas de las enzimas lipolíticas que 
forman cada familia, y en la tabla 3 algunas 
que forman parte de la subfamilia I y su código 
de acceso en la base de datos NCBI. En las 
siguientes líneas se van describir las generali-
dades de las enzimas lipolíticas bacterianas de 
las diferentes familias propuestas por Arpigny 
y Jaeger en 1999. 

Familia I o lipasas verdaderas

Las lipasas bacterianas verdaderas que pri-
mero se estudiaron y utilizaron industrialmente 

Figura 1. Estructura de la esterasa est30 (1TQH).

Fuente: Liu et al., 2004a

Tabla 1. Diferencias generales entre lipasas y esterasa
Propiedad Lipasa Esterasa

Sustratos Triglicéridos Esteres simples
Activación interfacial Sí No
Sustrato hidrofóbico Alta Alta o baja
Enantioselectividad Generalmente alta Alta o baja
Estabilidad en disolventes Alta Alta o baja

Fuente: Bornscheuer et al., 2000
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Tabla 2. Familia de las enzimas lipolíticas bacterianas
Familia Cepa bacteriana Nº acceso
I Pseudomonas aeruginosa (LipA) D50587

Burkhoderia glumae X70354
Pseudomonas fluorescens D11455
Bacillus subtilis (LipA) M74010
Geobacillus stearothermophillus L1 U78785
Staphylococcus aureus M12715
Propionebacterium acnes X99255

II (GDSL) Aeromonas hydrophila P10480
Streptomyces scabies M57297
Pseudomonas aeruginosa AF005091
Salmonella typhimurium AF047014
Photorhabdus luminescens X66379

III Streptomyces exfoliatus M86351
Streptomyces albus U03114
Moraxella sp. X53053

IV (HSL) Alicyclobacillus acidocaldarius X62835
Pseudomonas sp. B11-1. AF034088
Archaeoglobus fulgidus AE000985
Alcaligenes eutrophus L36817
Escherichia coli AE000153
Moraxella sp. X53868

V Pseudomonas oleovorans M58445
Haemophilus influenzae U32704
Psychrobacter immobilis X67712
Moraxella sp. X53869
Sulfolobus acidocaldarius AF071233
Acetobacter pasteurianus AB013096

VI Synechocystis sp. D90904
Spirulina platensis S70419
Pseudomonas fluorescens S79600
Rickettsia prowazekii Y11778
Chlamydia trachomatis AE001287

VII Arthrobacter oxydans Q01470
Bacillus subtilis P37967
Streptomyces coelicolor CAA22794

VIII Arthrobacter globiformis AAA99492
Streptomyces chrysomallus CAA78842
Pseudomonas fluorescens SIK W1- AAC60471

Fuente: Arpigny and Jaeger et al., 1999
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Tabla 3. Clasificación de enzimas lipolíticas bacterianos de la familia 1

Subfamilia Cepa bacteriana Nº acceso 
Similaridad

Familia Subfamilia
1 Pseudomonas aeruginosa (LipA) D50587 100

Pseudomonas fluorescens C9 AF031226 95
Vibrio cholerae X16945 57
Pseudomonas aeruginosa (LipC) U75975 51
Acinetobacter calcoaceticus X80800 43
Pseudomonas fragi X14033 40
Pseudomonas wisconsinensis U88907 39
Proteus vulgaris U33845 38

2 Burkholderia gumae X70354 35 100
Chromobacterium viscosum Q05489 35 100
Burkholderia cepacea M58494 33 78
Pseudomonas luteola AF050153 33 77

3 Pseudomonas fluorescens D11455 14 100
Serratia marcescens D13253 15 51

4 Bacillus subtilis (LipA) M74010 16 100
Bacillus pumilus A33992 13 80
Bacillus licheniformis U35855 13 80
Bacillus subtilis (lipB) C69652 17 74

5 Geobacillus stearothermophilus U78785 15 100
Geobacillus stearothermophilus U78785 15 100
Geobacillus thermocatenulatus X95309 14 94
Geobacillus thermoleovorans AF134840 14 92

6 Staphylococcus aureus M12715 14 100
Staphylococcus haemolyticus AF096928 15 45
Staphylococcus epidermidis AF090142 13 44
Staphylococcus hyicus X02844 15 36
Staphylococcus xylosus AF208229 14 36
Staphylococcus warneri AF208033 12 36

7 Propionibacterium acnes X99255 14 100
Streptomyces cinnamoneus U80063 14 50

Fuente: Arpigny and Jaeger et al., 1999

Posteriormente, debido a que algunas espe-
cies de Pseudomonas fueron renombradas con 
el nombre de Burkholderia, y a la aparición de 
nuevas lipasas, estos autores decidieron agru-
parlas y nombrarlas por subfamilias. Quedan-

fueron las denominadas lipasas de Pseudomo-
nas, nombradas así por la bacteria de la que 
proceden. Estas enzimas fueron subdivididas en 
Pseudomonas del grupo 1, 2 y 3, de acuerdo 
con la secuencia de sus aminoácidos. 
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(en algunos casos) de ahí que se le denominara 
GDSLS. Pero como la última serina no es con-
servada en todas las proteínas de esta familia, 
se les ha reducido el nombre a GDSL. Debido 
a esto, las enzimas de esta familia no presentan 
el nucleophilic elbow.

Alineando la secuencia de aminoácidos de 
las proteínas que forman esta familia, se ha vis-
to que algunas tienen conservados en la misma 
posición cuatro aminoácidos que están implica-
dos en la actividad catalítica de la enzima, dan-
do lugar a una subfamilia. Estos aminoácidos 
son una serina, un glutámico, una asparagina 
y una histidina, donde la serina provoca el ata-
que nucleofilico, mientras que el glutámico y 
la asparagina son donadores de protones y la 
histidina actúa desprotonando a la serina. La 
asparragina que actúa en actividad catalítica se 
encuentra situada delante de la histidina (unos 
3 aminoácidos). Las enzimas que presentan esta 
secuencia de aminoácidos forman la subfamilia 
denominada Hidrolasas-SGNH (Akoh et al., 
2004).

Otra característica interesante de la familia 
GDSL es que presenta un dominio adicional en 
C-terminal que abarca aproximadamente 1/3 de 
su secuencia, que es similar al de las proteínas 
de autotransporte de factores de virulencia bac-
terianos.

Y los últimos estudios realizados sobre esta 
familia muestran que estas enzimas presentan 
un bolsillo catalítico muy flexible que varía con 
la unión a cada sustrato, por ello en esta familia 
hay tioesterasas, arilesterasas, fosfolipasas, etc 
(Akoh et al., 2004).

Familia III

Las lipasas de esta familia fueron identifica-
das por primera vez en 1994 Cruz et al., (1994) 
y mencionadas por Wei et al., en 1998. Estos 
últimos autores resolvieron la estructura tridi-
mensional de la lipasa extracelular de Strep-
tomyces exfoliatus (M86351), y observaron que 
esta enzima presenta tanto la triada catalítica 

do dividida, la familia I en 6 subfamilias, que 
posteriormente fue ampliada a 7 por Jaeger y 
Eggert en el año 2002.

La subfamilia 1 y 2 presentan la peculiari-
dad de que requieren la ayuda de unas chape-
ronas para plegarse, encargadas de establecer 
los puentes disulfuro, denominadas Lif (Lipase-
specific foldase).

Las lipasas que pertenecen a la subfamilia 4 
y 5 son, también conocidas como lipasas de mi-
croorganismos Gram-positivos. Las lipasas de 
estas dos subfamilias presentan una gran simi-
litud, formando las lipasas verdaderas de menor 
peso molecular (unos 20 kDa) la subfamilia 4 
y de mayor peso molecular (unos 45 kDa) la 
subfamilia 5.

Las distintas lipasas de las especies de Ba-
cillus, tanto de la subfamilia 4 como las de la 
subfamilia 5, tienen en común que una alanina 
está sustituyendo a la primera glicina del penta-
péptido Ala-X-Ser-X-Gly del centro activo.

La subfamilia 6 queda integrada por lipa-
sas de diferentes especies de Staphylococcus, 
las cuales presentan un peso molecular de unos 
75kDa, y la subfamilia 7 por la lipasa de Strep-
tomyces cinnamoneus (U80063) y Propionibac-
terium acnes (X99255).

Después de los cambios producidos, en la 
clasificación de las lipasas bacterianas verdade-
ras, por Jaeger y Eggert (2002), la clasificación 
queda resumida en la tabla 3. 

Familia II o GDSL

Existe el consenso de que las esterasas/li-
pasas tienen conservada una secuencia de ami-
noácidos denominado pentapéptido, que está 
formado por una glicina, una serina y un áci-
do aspártico, intercalándose entre cada uno de 
ellos un aminoácido cualquiera, es decir, gli-
cina- X-serina- X- aspártico. La característica 
más relevante de esta familia es que su penta-
péptido no está formado por estos aminoáci-
dos, sino por una glicina, seguido de un ácido 
aspártico, una serina, una leucina y una serina 
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como la forma tridimensional característica de 
las α/β-hidrolasas y además, se vio que tiene 
una identidad del 20% con la PAF-AH del plas-
ma humano.

Familia IV o lipasa sensible a hormona (HSL)

Un número elevado de enzimas de esta fa-
milia presentan en la secuencia de aminoácidos 
una elevada similitud a la HSL de mamíferos, 
de ahí que se les haya denominado de la misma 
manera.

Las enzimas de este linaje, además del pen-
tapéptido característico de la superfamilia (G-
X-S-X-G) de las lipasas/esterasas bacterianas, 
también presentan la secuencia His-Gly-Gly-
Gly, que aparece localizada entre los aminoá-
cidos 70 y 100 de las enzimas, anteriores a la 
serina catalítica, donde la serina junto con una 
histidina y un glutámico son los aminoácidos 
responsables de su actividad catalítica, forman-
do la triada catalítica.

De los estudios cristalográficos, se ha visto 
que la estructura de estas enzimas es la misma 
que las de las α/β hidrolasas, como ocurre con 
la mayoría de la superfamilia de las lipasas/
esterasas bacterianas. Una peculiaridad que 
muestran, es que en su estructura tridimensional 
presenta dos regiones helicoidales separadas ro-
deando al centro activo que impide el acceso de 
sustratos de cadena larga, y la morfología que 
presentan, estas regiones, recuerda a la “lid” de 
las lipasas.

Al presentar la “lid” estas enzimas, se han 
realizado estudios para ver si presentan también 
el fenómeno de activación interfacial, cuya con-
clusión fue, que aunque presentan la “lid”, no 
requieren una cantidad crítica de sustrato para 
activarse. En estudios posteriores (Chahinian 
et al., 2005) realizados con inhibidores espe-
cíficos de serina como el PMFS (fluoruro de 
fenil-metil-sulfonilo) o E600 (dietil-p-nitrofenil 
fosfato), con la HSL de mamíferos han sugerido 
que estas poseen la “lid”, característica de las 
lipasas verdadera, pero que su función es la de 

proteger a la serina de estos inhibidores. Por lo 
que se ha deducido que en las esterasas bacte-
rianas de esta familia, la “lid” tiene la misma 
función. 

Familia V

En esta familia encontramos enzimas de 
bacterias mesófilas (Pseudomonas oleovorans, 
Acetobacter pasteurianus y Haemophilus in-
fluenzae), psicrófilas (Moraxella sp) y ter-
mófilas (Sulfolobus solfataricus). Todas ellas 
muestran una similitud comprendida entre el 
20% y el 25% con otras enzimas bacterianas 
no lipolíticas, como son las dehalogenasas y 
las haloperoxidasas. Todas ellas poseen la triada 
catalítica formada por la serina, el glutámico 
o el aspártico y la histidina y el plegamiento 
característico de las α/β-hidrolasas. 

Familia VI

Las lipasas bacterianas incluidas en esta fa-
milia son esterasas de pequeño peso molecular, 
entre 23 y 26 kDa, y que curiosamente mues-
tran un 40% de homología con las lisofosfoli-
pasas de eucariotas. Hasta la resolución de la 
estructura tridimensional de la carboxilesterasa 
de Pseudomonas fluorescens (1AUO), poco se 
sabía sobre esta familia. De hecho, lo que se 
conoce de esta familia es gracias a los estudios 
realizados en este tipo de enzimas (Kim et al., 
1997a). 

Esta carboxilesterasa está formada por dos 
subunidades, es decir, es un dímero que tiene 
las características de las α/β-hidrolasas y la 
clásica triada catalítica constituida por serina, 
aspártico e histidina. Otra característica muy 
peculiar de esta enzima es que hidroliza sustra-
tos pequeños con una gran especificidad, pero 
no presenta actividad ninguna sobre triglicé-
ridos.

Prim et al., (2006) alineando las secuencias 
de aminoácidos de las proteínas, putativas y ca-
racterizadas, de esta familia, encontraron una 
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región que revelaban la existencia de 6 grupos 
definidos que mantenían una concordancia con 
la filogenética bacteriana, motivo por el cual 
propusieron la subdivisión de la familias VI en 
seis subfamilias. 

Familia VII

En la familia VII encontramos esterasas con 
un peso molecular, de aproximadamente unos 
55 KDa. Todas las enzimas de esta familia pre-
sentan una elevada homología con acetilcoli-
nesterasas de eucariotas y carboxylesterasas del 
intestino e hígado.

La carboxilesterasa de Arthrobacter oxydans 
(Q01470) es particularmente activa sobre el 
herbicida fenilcarbamato, concretamente hidro-
liza las cadenas laterales del carbamato. 

La esterasa de Bacillus subtilis presenta una 
elevada eficacia para hidrolizar los esteres de 
p-nitrobenzil, siendo usada para proteger los 
grupos funcionales durante la síntesis de anti-
bióticos β-lactámicos.

Familia VIII

Esta familia está formada por enzimas que 
tienen unos 380 aminoácidos y una elevada ho-
mología con algunas β-lactamasas de clase C. 

La principal diferencia de esta familia 
con el resto, es que las tres enzimas que la 
forman presentan un tramo de unos 150 ami-
noácidos, desde la posición 50 hasta la 200 
aproximadamente, que tiene una homología 
del 45% con la proteína de Enterobacter cloa-
cae (β-lactamasa). Este rasgo sugiere que esta 
familia de esterasas poseen un sitio activo muy 
similar al encontrado en β-lactamasas de clase 
C y que presentan los motivos Se-X-X-Lys en 
el N-terminal.

Pero son necesarios más estudios estructura-
les de las proteínas que forman esta familia para 
dilucidar que aminoácidos son los responsables 
de la catálisis enzimática.

Familia IX, X, XI, XII, XIII

Debido a que la clasificación propuesta por 
Arpigny y Jaeger en 1999 ha sido la más acep-
tada, cada vez que es caracterizada y estudia-
da una nueva enzima lipolítica bacteriana, se 
hacen estudios de homología para clasificarla 
en alguna familia de las propuestas por estos 
autores. Como, en algunos casos, las homolo-
gías entre las nuevas y las existentes ha sido 
muy pequeña, han sido creadas nuevas familias.

Así, Handrick et al., (2001) descubrió una 
nueva enzima, la nPHB depolimerasa Phaz7, la 
cual mostró una mayor homología con la LipB 
de Bacillus subtilis que con otras hidrolasas. 
Por este motivo y continuando con la clasifica-
ción de Arpigny and Jaeger (1999), esta enzima 
pasó a formar la familia IX.

Levisson et al., (2007), estudiaron una es-
terasa de Thermotoga maritime y consecutiva-
mente esta paso a constituirla familia X.

Con la aplicación de técnicas de metagenó-
mica para realizar screening de enzimas lipolí-
ticas, han sido descubiertas multitud de ellas. 
Fruto de estas técnicas han surgido dos nuevas 
familias; la familia XI, compuesta por la lipasa 
LipG (Lee et al., 2006) y XII, formada por Li-
pEH166 (Kim et al., 2009b).

La familia XIII, la forman dos esterasas, la 
Est30 de Geobacillus stearothermophilus (liu 
et al., 2004) y la CEGK de Geobacillus kausto-
philus (Montoro et al., 2009).

Recientemente, Rao et al., (2011) postula-
ron que la esterasa EstA3 de Thermoanaero-
bacter tengcongensis pase formar parte de una 
nueva familia, la número XIV.

MECANISMO DE ACTUACIÓN

La evidencia del mecanismo de actuación 
ha sido observada por el estudio de los inhi-
bidores de lipasas y por el estudio del análisis 
estructural por Stock et al., (2004).

El mecanismo de actuación, que es el mis-
mo en lipasas que en esterasas, está basado en 
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Figura 2. Mecanismo de actuación de las enzimas lipolíticas

Fuente: Stock et al., 2004
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un sistema de intercambio de cargas y consta de 
4 pasos, como se muestra en la figura 3.

Tras la unión del sustrato, se produce el ata-
que nucleofílico por parte del grupo hidroxi-
lo de la serina catalítica sobre enlace éster del 
sustrato. La serina es capaz de atacar al sustrato 
gracias a protonación de la histidina, y esta a su 
vez se estabiliza gracias al puente de hidrogeno 
que forma con el ácido glutámico. La actuación 
de estos dos aminoácidos, histidina y glutámi-
co, se conoce con el nombre de sistema de re-
levos de cargas (charge relay), porque gracias 
a las interacciones químicas que se producen 
entre ambos se lleva a cabo la activación de la 
serina. Este ataque nucleofílico inicial forma un 
tetraedro intermedio (figura 2 (1)) que es estabi-
lizado por la presencia de dos glicinas cercanas 
al centro activo, formando el centro oxyanioni-
co. Este tetraedro es rápidamente descompues-
to, con la ayuda de la histidina protonada, lo 
que provoca la liberación del alcohol del enlace 
ester y la formación del complejo acyl-enzima 
(figura 2 (2)).

Ahora, en presencia de agua, el complejo 
acyl-enzima es atacado por una molécula de 
agua, con la ayuda de la histidina (figura 2 (3)), 

formándose un segundo tetraedro intermedio 
(figura 2 (4). Inmediatamente después de la for-
mación del tetraedro intermedio se produce la 
liberación del ácido graso y como consecuencia 
de ello la regeneración del centro activo.

APLICACIONES ANCESTRALES DE LAS 
ENZIMAS LIPOLÍTICAS

Los alimentos fermentados se consumen de 
forma generalizada en todo el mundo. A pesar 
de los avances tecnológicos, la mayor parte de 
las elaboraciones de dichos alimentos, se ba-
san todavía en técnicas tradicionales. En este 
tipo de alimentos, el potencial enzimático de 
los microorganismos es esencial para las carac-
terísticas finales del producto, siendo también 
responsables de las características sensoriales u 
organolépticas de los mismos.

En el vino, los compuestos que estimulan 
nuestros sentidos visuales, olfatorios, gustativos 
y táctiles se proceden por reacciones de síntesis, 
hidrólisis o de modificaciones que tienen lugar 
durante el proceso de vinificación. En muchos 
de estos procesos están implicados las enzi-
mas procedentes de la flora asociada a la uva 

Figura 3. Hidrólisis del (R,S)-naproxen catalizada por una esterasa

Fuente: Hoon et al., 2009
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(Matthews et al., 2004). Los esteres son un gru-
po importante de compuestos volátiles que con-
tribuyen al sabor y aroma del vino (Matthews 
et al., 2007). Estos esteres pueden proceder de 
una esterificación química o bien de la acción 
enzimática de enzimas lipolíticas procedentes 
de la microflora del vino como bacterias del aci-
do láctico (Oenococcus oeni, Lactobacillus sp 
and Pediococcus sp) o de levaduras del género 
Saccharomyces (Sumby, Grbin y Jiranek 2010).

Durante la maduración de los productos cár-
nicos fermentados ocurren, también, diferentes 
reacciones que dan lugar al producto final. Una 
de esas reacciones, que le confieren a los crudo-
curados sus características organolépticas, es la 
lipolisis;, la cual es llevada a cabo por los di-
ferentes grupos microbianos (Casaburi et al., 
2008; Flores y Tolddrá, 2011; Hugas y Monfort, 
1997).

Otro ejemplo de como el potencial enzimá-
tico interviene en el desarrollo de las carac-
terísticas sensoriales de los alimentos, son los 
productos lácteos. Los ácidos grasos libres pro-
cedentes de la acción de lipasas y esterasas de la 
leche o de la flora, le confieren a los productos 
lácteos sus propiedades sensoriales característi-
cas (Choi et al., 2004; Liu et al., 2004b). 

APLICACIONES TECNOLÓGICAS DE 
ENZIMAS LIPOLÍTICAS

Las enzimas lipolíticas microbianas cons-
tituyen un amplio, versátil e importante grupo 
de enzimas con aplicaciones biotecnológicas, 
debido a su versatilidad de sustratos y fuentes, 
a su estabilidad bajo las condiciones a las que 
son llevadas a cabo las reacciones y a su bajo 
coste de fabricación (Hasan, 2009).

Aplicaciones en la industria farmacéutica y 
química

• Síntesis de compuestos puros

Aunque un número considerable de carboxi-

lesterasas microbianas son conocidas y han sido 
sobreexpresadas en diferentes sistemas de ex-
presión de proteínas recombinantes, solamente 
unas pocas han sido usadas para la síntesis de 
compuestos puros, debido a su moderada enan-
tioselectividad.

En numerosos ámbitos como por ejemplo 
la farmacia y la agroquímica, los compuestos 
químicos activos son cada vez más complejos, 
y con gran frecuencia, constan de uno o varios 
centros de asimetría. 

La mayoría de los productos comercializa-
dos en química fina lo son en forma racémica, 
es decir, que todas las formas enantiómeras y 
diestereoisómeras están presentes en la mate-
ria activa. Ahora bien, en muchísimos casos, 
solo una de las formas posee la actividad que 
se pretende, mientras que los otros isómeros 
ópticos son inactivos y pueden ir en contra del 
efecto deseado e incluso presentar riesgos para 
los mamíferos y el medio ambiente. Por tanto 
es importante poder disponer de procedimien-
tos de síntesis química o bioquímica (ejemplo, 
enzimática) que conduzcan al isómero deseado. 

En la bibliografía son conocidos los proce-
dimientos de enriquecimiento enantiómero por 
catálisis enzimática, consistiendo en la esterifi-
cación de la mezcla enantiómerica para su pos-
terior catálisis enzimática especifica que condu-
ce a un compuesto que tiene un elevado exceso 
en un enantiómero. Este procedimiento, permite 
obtener enántiomero sustancialmente puro, bien 
en configuración S ó R (figura 3) (Bournscheuer 
y Kazlauskas, 1999; Reetz, 2004)

Tales compuestos quirales incluyen los áci-
dos 2-arilpropiónicos, conocidos como agentes 
anti-inflamatorios no esteroideos; que incluyen 
el ibuprofeno, el naproxen y el cetoprofeno. 
Una carboxilesterasa de Bacillus subtilis es 
utilizada para resolución del (R,S)-ibuprofeno 
metilester y (R,S)-naproxen metilester. Otra 
esterasa de Bacillus thai, también hidroliza de 
forma selectiva los ésteres etílicos y metílicos 
de los mismos compuestos mencionados (War-
neck et al., 1994).
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Las cepas Pseudomonas fluorescencens (Ji-
Youn et al., 2003) y Geobalillus stearotherm-
philis (Ji-Youn et al., 2002) tienen una esterasa 
con actividad sobre (R,S)-ketoprofen methyl 
ester.

Las lipasas y esterasas (Pseudomonas fluo-
rescens y Achromobacter sp.) también se utili-
zan para la hidrólisis enzimática de ésteres del 
ácido (3SR,4RS)-4-(4-fluorofenil)-6-oxopipe-
ridin-3-caboxilico, que es un intermedio de la 
paroxentina, que a su vez es un potente antidre-
pesivo (Guisan, J.M. et al., 2002)

• Síntesis de antibióticos β-lactámicos

Los antibióticos β-lactámicos son todos 
aquellos que tiene en su estructura un anillo 
β-lactámico y actúan bloqueando el centro acti-
vo de un grupo de enzimas involucradas en los 
primeros estadios de la construcción de la pared 
bacteriana y que reciben el nombre de Proteí-
nas de Unión de Penicilinas (Penicillin Binding 
Proteins, PBP´s). Algunas bacterias se han 
adaptado produciendo β-lactamasas (cefalospo-
rinasas y penicilasas), enzimas que catalizan la 
ruptura del anillo cefalosporinico, evitando así 
su posterior acción sobre las PBS´s. Otro meca-
nismo de defensa ha sido la expresión de PBP´s 
modificadas, con baja afinidad por penicilina 
y capaces de llevar a cabo su función incluso 
en presencia de concentraciones elevadas de 
antibiótico. La proliferación entre las especies 
bacterianas patógenas de cepas resistentes a las 
penicilinas naturales ha hecho necesaria la bús-

queda de nuevas moléculas capaces de sortear 
los mecanismos de defensa mencionados. La 
modificación de la cadena lateral de penicilinas 
y cefalosporinas ha sido, por tanto, una herra-
mienta muy eficaz en el desarrollo de nuevos 
fármacos con espectros de actividad y estabili-
dades significativamente mejorados.

Con el aislamiento del grupo básico de la 
cefalosporina C, el ácido 7-aminocefalosporá-
nico (7-ACA), y con el agregado de diferentes 
cadenas laterales, fueron obtenidos una gran 
variedad de derivados semi-sintéticos con una 
actividad antibacteriana mucho mayor que la 
sustancia madre de partida (Quintiliani et al., 
1982). La desacetilación del núcleo cefalosporí-
nico supuso la generación de otros compuestos 
de gran importancia comercial, la preparación 
de antibióticos β-lactámicos. Y estos se obtie-
nen a partir de cefalosporina C o 7-ACA, me-
diante procesos químicos o enzimáticos (figura 
4). El uso de esterasas para producir desacetil-
cefalosporinas fue primeramente demostrado 
con la acetil esterasas de la corteza de cítri-
cos (Jeffrey et al., 1961). Posteriormente, otras 
esterasas y lipasas (Carrea et al., 1996) han 
sido publicadas y patentadas con la habilidad 
de desacetilar compuestos β-lactámicos. Entre 
los microorganismos donde ha sido encontra-
da esta actividad esterasa están Aureobasidium 
spp. (Imanaka et al., 1982), actinomicetos (De-
main et al., 1963), esquizomicetos (Walton, 
1996), y algunas especies de Bacillus (Kim et 
al., 1999c). Dentro de este último género, se 
han descrito varias cepas de B. subtilis en la 

Figura 4. Desacetilación de la posición 3` del núcleo cefalosporinico del 7ACA.

Fuente: Martínez-Martínez et al., 2007
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bibliografía, pero en concreto B. subtilis SHS 
0133 ó tipo 168 (Mitsushima et al., 1991) y 
B. subtilis ATCC6633 (Knauseder et al., 1999) 
son de especial interés industrial en sus formas 
clonadas y sobreexpresadas en Escherichia coli 
o la producción de formas quiméricas de cefa-
losporina C acetilada; que fusiona una región 
de la secuencia de nucleótidos de una serin es-
terase de Bacillus subtilis ATCC6633 con otra 
región de la secuencia de nucleótidos de una 
serin esterasa de Bacillus subtilis SHS 0133 o 
tipo 168, dando lugar a una proteína quimérica 
(Sánchez-Ferrer et al., 2007).

Aplicaciones en la industria alimentaria

• Aplicación en la industria panadera

El ácido felúrico es un ácido fenólico que 
se encuentra unido a distintos polisacáridos de 
la pared celular de las plantas mediante enlaces 
tipo éster (Fazary and Ju, 2007)

Ha sido demostrado que el ácido felúrico y 
los diferulatos de este ácido tienen una notable 
capacidad antioxidante (García-Conesa et al., 
1999). Esta capacidad resulta de gran interés 
para las industrias de alimentación, cosmética 
y farmacéutica (Baublis, et al., 2006). En defi-
nitiva, se trata de una molécula con importantes 
funciones biológicas y con interesantes aplica-
ciones industriales.

Por ello, han adquirido un gran interés las 
ferúlico esterasas, capaces de romper el enlace 
éster y liberar el ácido felúrico a partir de sus-
tratos lignocelulósicos.

Un ejemplo del uso de estas enzimas en ali-
mentación es la feruíl esterasa de Streptomyces 
thermocarboxydus, empleada como coadyuvan-
te tecnológico en los procesos de panificación 
de masas de harina. La aplicación de esta enzi-
ma en este proceso da lugar a la obtención de 
una masa más fluida y menos viscosa, optimi-
zándose la fase de amasado. Durante la cocción, 
la masa aumenta el volumen de las piezas de 
pan y el producto final de panificación presenta 

una corteza lisa, crujiente y dorada, de miga con 
alveolado uniforme y mostrando un buen com-
portamiento durante el proceso de conservación 
(Copa et al., 2006)

Una reciente aplicación, que está acaparan-
do un gran interés, es la obtención de ácido 
felúrico a partir de subproductos de la indus-
tria alimentaria; para su posterior aplicación en 
otras industrias farmacéutica o en alimentaria 
(Topakas et al., 2007). A su vez, el ácido felú-
rico puede ser convertido a vainilla enzimáti-
camente, para mejorar el aroma y el sabor de 
algunos alimentos (Bornscheue, 2002).

• Aplicación en la industria de los aditivos 
alimentarios

Los ácidos fenólicos y flavonoides son un 
grupo importante de compuestos naturales am-
pliamente distribuidos en el reino vegetal. Tan-
to los ácidos fenólicos como los flavonoides 
poseen propiedades muy apreciadas en medi-
cina y farmacología, como antimicrobianos, 
anticancerígenos, antibacterianos, estimulan-
tes del sistema inmunitario, antivirales, dismi-
nución del riesgo de enfermedades cardíacas, 
anticancerígenos, antialergicos etc (Figueroa-
Espinosa y Villeneuve., 2005; Chevil, et al., 
2006).

Su uso en la industria de la alimentación, de 
la cosmética y farmacéutica está muy limitado 
por su baja solubilidad y estabilidad en solu-
ciones lipofílicas. Para ello se ha desarrollado 
la acilación enzimática de estos compuestos 
por esterasas (Streptomyces rochei) y lipasas 
Burkholderia cepacea) aumentando no solo su 
solubilidad, sino su estabilidad y su poder anti-
oxidante (Chevil, et al., 2006). 

Por ejemplo, los esteres del ácido gálico 
(E310 (galato de propilo), E311 (galato de oc-
tilo), E312 (galato de dodecilo) (figura 5) son 
usados como antioxidantes en alimentación y 
el E311, además, presentan una importante ac-
tividad antimicrobiana y antifúngica (Figuera-
Espinosa y Villeneuve., 2005). 
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Otra molécula con elevado poder antio-
xidantes es la vitamina C o ácido ascórbico, 
que es ampliamente utilizada en la industria 
de alimentos como antioxidante. La vitamina 
C plantea, también, problemas de solubilidad 
en soluciones lipofílicas; y para incrementar su 
solubilidad en estas soluciones se realiza su es-
terificación enzimática con lipasas o esterasas 
(Villeneuve, 2007). Un ejemplo de una enzima 
lipolítica bacteriana utilizada para la esterifica-
ción de la vitamina C es la lipasa de Bacillus 
stearothermophilus SB1 (Bradoo et al., 1999).

Los aminoácidos no son sustratos naturales 
de lipasas pero también pueden ser esterifica-
dos, denominándose lipoaminoácidos; los cua-
les presentan actividad antimicrobiana. Estas 
reacciones enzimáticas no están muy desarro-
lladas debido a la baja solubilidad de los ami-
noácidos en solventes orgánicos (que es donde 
se lleva a cabo la reacción enzimática) (Ville-
nueve, 2007).

Los carotenoides son pigmentos naturales 
sintetizados por bacterias, hongos, plantas y 
en menor cantidad por animales. Los carote-
noides son empleados, industrialmente, como 
colorantes artificiales en piensos y alimentos. 
Los carotenoides pueden acumularse libres o 
esterificados. Para la liberación de los esteres 
de carotenoides se emplean esterasas y lipa-
sas procedentes de Pseudomonas fluorescens y 
Pseudomonas alcalígenes, Agrobacterium tu-
mefaciens (Ralf et al., 2007)

• Aplicación en la industria láctea

Las enzimas lipolíticas, concretamente las 
lipasas, han sido extensamente utilizadas en la 
industria láctea, por su capacidad de hidrólisis. 
Las aplicaciones más destacadas de estas enzi-
mas en la industria láctea son en la fabricación 
del queso, aceleran la velocidad de su madu-
ración, la lipólisis produce un incremento de 
sabor de este y a la lipólisis de materia grasa 
y nata.

Dependiendo de la especificidad de las li-
pasas empleadas pueden liberarse ácidos gra-
sos de cadena corta (C4-C6), que aportan un 
sabor fuerte y penetrante, o bien pueden libe-
rarse ácidos grasos de cadena larga (>C12), de 
aspecto más jabonoso, que son metabolizados 
por los microorganismos presentes en el queso 
para producir otros productos aromáticos, como 
β-cetoácidos (Schmid y Verger, 1998 ).

Algunas cepas bacterianas empleadas como 
fuentes de lipasas son Pseudomonas spp. y di-
ferentes especies de Staphylococcus (Saxena et 
al., 2001).

Las lipasas, también juegan un papel im-
portante en la preparación de saborizantes con 
sabor a queso, que pueden ser empleados para 
mejorar el sabor del queso, o conferir este sabor 
a otros alimentos como salsa, sopas, “dips” etc. 
(Silvert et al 2007; Lecouteix y Guichard 2003).

Figura 5. Galato de propilo, galato de actilo y de dodecilo, respectivamente.

Fuente: Ha et al., 2007
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• Aplicación en la industria de grasas y 
aceites

Las grasas y aceites forman parte de los ali-
mentos, y en algunos casos son los componen-
tes mayoritarios. El valor nutricional, las pro-
piedades físicas y características sensoriales de 
una grasa están influenciados por el número de 
carbonos de sus ácidos grasos, la posición que 
ocupa y el grado de insaturaciones. Las lipasas 
permiten modificar las propiedades de las gra-
sas o aceites alterando la posición de los ácidos 
grasos en la molécula de glicerol (transesterifi-
cación) o reemplazando uno o más ácidos gra-
sos por otros nuevos (interesterificación). Así, 
las grasas con menos valor comercial pueden 
ser convertidas a grasas con un mayor valor co-
mercial mediante métodos enzimáticos (Sharma 
et al., 2001). Al producto de estas reacciones 
se les denomina “lípidos estructurados”. Esto 
lípidos presentan importantes propiedades me-
dicinales y funcionales para aplicaciones ali-
mentarias.

Por ejemplo, la manteca de cacao es uti-
lizada para la producción de chocolate y con 
frecuencia la disponibilidad y el costo fluctúan. 
Sin embargo, aceites como el de palma son ba-
ratos y de fácil abastecimiento. Lo que se reali-
za es modificar el acido palmítico del aceite de 
palma por el acido esteárico mediante reaccio-
nes de interesterificación enzimáticas. La grasa 
resultante de este proceso presenta propiedades 
similares a la manteca de cacao (Bloomer et al., 
1990); Undurraga et al., 2001).

Otro ejemplo con aplicación en la nutrición 
clínica es la síntesis de triglicéridos en los que 
en la posición 1 y 3 se une un ácido graso 
de cadena media (M) (de 6 a 12 carbonos) 
y en la posición 2 uno de cadena larga (L). 
Estos triglicéridos son denominados MLM, 
presentando la peculiaridad de que tienen un 
menor contenido calórico (21-29 kJ/g) que los 
aceites y grasas convencionales (38 kJ/g), al 
aportar los ácidos grasos de cadena media me-
nos energía que los de cadena larga (Smith, 

Finley y Leveille, 1994). Además, durante su 
digestión, los ácidos grasos de cadena media 
liberados por la acción de la lipasa pancreáti-
ca son transportados, preferentemente, por la 
vena porta hacia el hígado debido a que tienen 
una mayor solubilidad, donde se metabolizan 
tan rápidamente como la glucosa. Debido a 
que no son fáciles de reesterificarse de nuevo, 
tienen poca tendencia a acumularse en el cuer-
po como grasa almacenada, con importantes 
beneficios para el control del peso (Osborn and 
Akoh, 2002). 

Los lípidos estructurados son también utili-
zados en pacientes con insuficiencia pancreática 
y el síndrome de mala absorción de grasa (Iwa-
saki and Yamane, 2000) 

EL MARCO LEGAL DE LAS ENZIMAS 
CON APLICACIÓN EN LA INDUSTRIA 
ALIMENTARIA

El marco legal actual referente a las enzimas 
alimentarias esta sujeto al Reglamento (CE) Nº 
1332/2008 del Parlamento Europeo y del Con-
sejo, del 16 de diciembre de 2008, sobre enzi-
mas alimentarias.

Este reglamento debe aplicarse a las en-
zimas utilizadas con fines tecnológicos en la 
fabricación, la transformación, la preparación, 
el tratamiento, el envase, el transporte o el al-
macenamiento de los alimentos, incluidas las 
utilizadas como auxiliadores tecnológicos (de-
nominadas en lo sucesivo “las enzimas alimen-
tarias”). Por lo tanto, no debe ampliarse este 
reglamento a las enzimas que no se añaden a 
los alimentos para desempeñar una función tec-
nológica sino que se destinan al consumo hu-
mano, como las enzimas con finalidad nutritiva. 
No deben considerarse enzimas alimentarias los 
cultivos microbianos utilizados tradicionalmen-
te en la producción de alimentos, por ejemplo 
el vino y el queso.

También quedan excluidas las enzimas ali-
mentarias utilizadas exclusivamente para la 
producción de aditivos alimentarios, que en-
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tran en el ámbito de aplicación del Reglamento 
(CE) Nº1333/2008 del Parlamento Europeo y 
del Consejo, del 16 de diciembre de 2008, so-
bre aditivos alimentarios. Sin embargo, cuando 
estas enzimas alimentarias se utilizan como tal 
en los alimentos, están reguladas por el Re-
glamento (CE) Nº 1332/2008. Las enzimas y 
las preparaciones enzimáticas utilizadas en las 
prácticas enológicas autorizadas, cumplirán los 
requisitos de este Reglamento.

Las enzimas alimentarias que entre en el 
ámbito de aplicación del Reglamento (CE) Nº 
1829/2003 del Parlamento Europeo y del Con-
sejo, de 22 de septiembre de 2003, sobre ali-
mentos y piensos modificados genéticamente, 
también deben autorizarse conforme al Regla-
mento (CE) Nº 1332/2008.

El desarrollo de nuevas enzimas alimenta-
rias requerirá de una autorización para su co-
mercialización. Para ello, el Reglamento (CE) 
Nº 1331/2008 del Parlamento Europeo y del 
consejo del 16 de diciembre de 2008, establece 
el procedimiento de autorización común para 
los aditivos, las enzimas y los aromas alimenta-
rios. Mediante el Reglamento (CE) Nº 234/2011 
del Parlamento Europeo y del consejo del 1 de 
marzo de 201, se establece el procedimiento de 
autorización común para los aditivos, las enzi-
mas y los aromas alimentarios.
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