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kullanima sahip olmalarindan dolayi gin gegctikce artmaktadir. Enzimler tarafindan

katalizlenen reaksiyonlar kimyasal metotlara gére daha ucuz ve de daha basittir.
Enzimler basta gida, eczacilik, deterjan, tekstil ve kozmetik olmak Uzere pek ¢ok sanayi
dalinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri'nin 1995 yilindaki yaklasik
ticari enzim satis hacmi 1 milyon dolar olmakla birlikte bu rakamin 2005 yilina kadar ikiye
katlanmasi beklenmektedir. Bu enzimlerin en az %75’lik kismini hidrolazlar olusturmaktadir
ve bunlarin da %90’t mikroorganizmalardan fermantasyon yolu ile dretiimektedir. Son on yilda
mikrobiyal kaynakli lipazin biyokatalitik potansiyelinin anlagiimasindan sonra, bu enzim de
sanayide yaygin olarak kullaniimaya baglanmis ve béylece toplam satis hacminde Gglncu
sirada yer almistir (Jaeger ve arkadaslar, 1997).

Ticari enzimlere Gzellikle de mikrobiyal kaynakli olan enzimlere olan ilgi pek ¢ok alanda

Lipazlar (EC.3.1.1.3, triagilgliserol agil hidrolaz) hayvansal ve bitkisel yaglarin normal kosullar
altinda tersinir hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Bunun disinda esterifikasyon, transesterifi-
kasyon gibi reaksiyonlarn da kataliziemektedir. Bu enzim dlinya capindaki enzim satiglarinin
sadece %4'luk kismina sahiptir (Paiva ve arkadaslar, 2000; Balcao ve Malcata, 1998). Burada
lipazlarin ekonomik agidan degderinin anlasilamadigi bariz bir sekilde gérilmektedir ve bu
calismalarin sanayiye yansimasi igin belirli bir sire gerekmektedir. Ayrica enzimin maliyeti
yUksektir. Enzimlerin sanayide kullaniminin yayginlagmasini engelleyen en énemli nedenler
ise dustk dayanim, aktivite ve segicilikleridir. Bu sebeple, son yillarda, lipazlarin hidroliz ve
sentez reaksiyonlarindaki katalitik 6zelliklerinin gelistirilmesi icin bazi kimyasal ve fiziksel
islemlere tabi tutulmasi gindeme gelmistir. Buna ilave olarak molekuler biyoloji yolu ile
enzimin maliyeti de disUrulebilir. Béylece de genetik 6zellikleri gelistirilmis olan lipazin buyuk
miktarlarda Uretimi saglanabilir (Villeneuve ve arkadaslari, 2000).

Lipazlar hayvansal, bitkisel ve dogal veya genetik olarak iyilestirilmis mikroorganizmalardan
elde edilebilir. Bunlarin arasindan, kolay dretilmesi ve pek ¢ok hidrolitik ve sentetik reaksiyonu
katalizlemesinden dolayi en fazla kullanim bulan ise mikrobiyal kaynakli lipazlardir. Lipaz
tarafindan katalizlenmis olan reaksiyonlar dogal metabolik reaksiyonlara benzemesinden
dolayr kimyasal reaksiyonlara oranla daha cevre dostu olarak tanimlanirlar. Disik aktivasyon
enerijileri sebebiyle lipazin katalizledigi reaksiyonlar daha diisuk sicaklik ve notral pH gerektirir,
enerji gereksinimi duguktir ve de Uriin ve substratlara karsi aktiviteleri cok yuksektir ve bu
aktivite 6zellikle de substrat (yagd)-su ara yizeyinde en ylksek seviyeye ¢ikmaktadir. Bu kavram
ara ylzey aktivasyonu olarak tanimlanabilir. Bu sebeple, en yiiksek aktivitelere, substrat i¢in
yUksek yuzey alanina ulasildigi emulsiyon sistemlerinde ulagiimaktadir.

LIPAZLARIN SINIFLANDIRILMASI

Enzimleri kimyasal reaksiyonlardan ayiran en énemli ézellikleri secicilikleridir. Lipazin segicilik
6zelligi ise enzimin molekuler 6zellikleri, substratin yapisi ve enzimin substrata baglanmasini
etkileyen faktorler tarafindan kontrol edilir. Lipazlarin yag asidi segiciligi, tibbi gidalar i¢in yagd
uretimi ve yagin besin degerini arttirmak igin yag asitleri ile zenginlestirmek igin kullaniimak-
tadur. Lipaz spesifikligi (¢ temel grupta toplanir; pozisyon, substrat ve stereo segicilik.

Baz lipazlar yag asitleri ile gliserid arasindaki baglari rasgele pargalar; gliserid molekdlinun
yerlesimi dnemli degildir. Candida rugosa, Cory mebacterium acnes, Chromobacterium spp.
Ve Staphylococcus aureus gibi mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar bunlara érnek




olarak verilebilir. Posisyon segiciligi olan lipazlar ise sadece
sn-1, 3 pozisyonundaki yani distaki ester baglarini parcalar.
Bu gruba érnek olarak ise Aspergillus niger, Mucor miehei,
Rhizopus arrhizus ve Rhizopus delemar gibi organizma-
lardan elde edilen lipazlar verilebilir. Bazi lipazlar ise yag
asidinin zincir uzunluguna gére segicidir. Mesela, Penicil-
lium cyclopium lipazi uzun zincirli yag asitlerini pargalarken
Aspergillus niger ve Aspergillus delemar lipazlar ise kisa
zincirli yag asitlerine segicilik gosterir. En son olarak ise yag
asidi segici lipazlar yer alir. Bunlar ise cis-9 pozisyonuna
duyarlidir. Geotrichum candidum lipazi cis-9 pozisyonunda
Gift bag igeren uzun yag asitlerine segicidir.

LiPAZ REAKSIYONLARI

Diger hidrofilik enzimlerde olmamasina ragmen farkli
kaynaklardan elde edilen lipazlar polar olmayan organik
¢dzgenler icinde dayanikhdir ve farkli boyutta ve 6zellik-
teki oldukca fazla sayida substrati kabul edebilir. Bunlarin
esnek protein yapilari onlara hidroliz, interesterifikasyon,
transesterifikasyon (asidoliz, interesterifikasyon, alkoliz),
aminoliz, oksimoliz ve tiotransesterifikasyon gibi pek ¢ok
reaksiyonu katalizleme olanagi verir. ileri (hidroliz) ve tersi-
nir (sentez) reaksiyonlar, reaksiyon karisiminin su aktiviseti
ile kontrol edilir.

Lipaz enziminin su kullanarak triacilgliseroliin ester bag-
larini bélmesi olayina hidroliz denir. Amerikan yag sana-
yinde Colgate-Emery prosesi yadlarin parcalanmasi amaci
ile kullamimaktadir. Bu proses asirn basing ve sicaklikta
gerceklestigi icin yag yapisinda bozulmaya yol acar. Ayrica
maliyeti de oldukga yUksektir. Bu sebeple, yag sanayinde
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lipaz enziminin kullanimi daha uygundur. Bu teknoloji
gunlmlzde yag asidi, digliserid, monogliserid Uretimi,
sut ardinleri ve deterjan imalatinda uygulanmaktadir.

Esterifikasyon hidroliz olayinin tersidir ve diistk su aktiviteli
sistemlerde gerceklesir. Transesterifikasyon ise acil radi-
kallerinin bir ester ve bir asit (asidoliz), bir ester ve diger
bir ester (interesterifikasyon) veya bir ester ve bir alkol
arasinda degisimi olarak tanimlanabilir. Asagidaki sekilde
lipaz tarafindan katalizlenen tim reaksiyonlar toplu olarak
gorulebilir.

GIDA SANAYINDE LiPAZLAR

Lipaz enzimi gida sanayi de dahil olmak Uzere pek ¢ok
sektorde kullanima sahiptir. Bu enzimin kullanim alanlari
Tablo 1'de verilmisgtir.

Son yillarda dogal Urlnlere olan ilginin artmasiyla birlikte
gida sanayinde geleneksel kimyasal islemler yerine
enzimlerin kullanimi giindeme gelmistir. Ginimuzde
lipazlar peynir, tereyag, sos ve gorba gibi birgok Grinln
{iretiminde oldukga yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. ital-
yan peynirlerinde tadin olusturulmasi, Gedar peynirinde
olgunlastirmanin hizlandirimasi ve islenmis mavi peynirde
tadin iyilestirilmesi islemleri lipaz enziminin yardimlariyla
gerceklestirilir. Lipaz ilavesi ilk olarak kisa-zincirli (C,C,,)
yag asitlerinin salinmasiyla birlikte sabunsu tadin elde
edilmesine yol agar. Lipazla kismen hidrolize edilmis tere-
yag), zenginlestirilmis kaymaksi tada sahip olup, patlamis
misir, sivi yadlar, kati yaglar, tahillar, sekerlemeler, tiketime
hazir gidalar ve unlu mamuller gibi ¢esitli gida maddelerine
eklenmektedir.

R,COOR; R ;COOH

R,

1+3: Asidoliz
| +2+3+4: Transesterifikasyon

M %
2
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Lipazla modifiye edilmis kremalar, kahve
beyazlaticilarina, sekerlemelere, hamur-
lara, corbalara ve unlu mamullere sut tad
katmasi amaci ile ilave edilmektedir. Sut
yaglarinin hidrolizi de lipaz tarafindan
kontrol edilmektedir. Lipaz kullanimina
yer veren sUt sanayinde, lipaz kon-
santrasyonu, pH, sicaklik ve emiilsiyon
miktardinin belirli degerlere ayarlanmasi
spesifik yag asitlerinin kontrollii salinma-
sina izin vermektedir. Alisilagelen kim-

R;COOR,

= 4 yasal interesterifikasyon islemiyle yapil-

masi mUmkin olmayan bu iglem, ayni

R:COOR, R;COOH R;COOR, zamanda kot tat olusturan spesifik yag
asitlerinin de en aza indiriimesini saglar.

1: Hidroliz Ayrica farkl kaynaklardan elde edilen

2 Ester sentezl lipazlar farkl 6zellikler ve segicilik gos-

14+2: Alkoliz terdiginden, istenilen ézellikte Griin elde

etmek icin lipaz tipinin secimi cok énem
tagimaktadir. St yagi besinsel yaglarin
gok 6nemli bir kaynagdi olmakla birlikte,

Sekil 1. Lipaz reaksiyonlarinin sematik olarak gosterilisi (Balcao ve Akadaslari, 1996)

ylksek oranlarda kolesterol ve koroner
kalp hastaliklarinin artmasinin sebebi
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olarak gosterilen birincil doymus yag asidi kalintilar ihtiva
etmesi sebebiyle birkag yildir sadlik agisindan zararli olarak
gériiimektedir. insan diyetindeki doymus asitlerden kaynak-
lanan saglik sorunlarinin baslica sorumlulari laurik, miristik
ve palmitik asitlerder. Bunlarin tam tersine oleik asit (C18:
1), kandaki kolesterol miktarini azaltmaktadir. (Balcao ve
malcata, 1998). Bu nedenle, tada yaptidi etkilerin yaninda
lipaz, yag asidi kombinasyonlarinin degistirilmesi ve bu
yolla besinsel kalitesinin arttirimasi amaciyla sut yaginin
islenmesinde kullaniimaktadir.

Lipaz tarafindan katalizienmis ester sentezinin piyasada
tat verici esterlere giderek artan talebi karsilayabilecegi
dustnllmektedir. Bunlardan bir tanesi ananas ve muz
gibi dogal meyve aromalarina sahip olan etil batirat olup
gida sanayinde lezzet arttirici olarak yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir. (Chen, 1996). Kisa bir siire dnce, lipazm
gidalarda bozulmaya yol agan mikroorganizmalarin ve bazi
gida toksinlerinin hizl tespitinde bir indeks olarak kullanila-
bilecegdi kesfedilmistir. Ayrica bir baska calismada lipazlarin,
gidalanin cirimesine yol agan psikotrof organizmalarin
lzerindeki etkisine ve bunlarin kontroltinde kullanilabilirli-
gine yer verilmistir. (Pandey ve arkadaslari, 1999).

Bir trigliseridin pozisyonu, zincir uzunlugu ve doymamiglik
derecesi yalnizca fiziksel 6zelliklerini etkilemekle kalmayip
ayni zamanda besinsel ve duyusal de@erlerini de etkilemek-
tedir. Palmitik ve stearik asitleri blinyesinde bulunduran
kakao yaginin erime noktasinin yaklasik 37 C2 dir. Bu

Tablo 1. Mikrobiyal lipazlarin sanayide énemli kullanim alanlar (www.iisc.ernet.in/

~currsci/july10/articles18.htm)
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sebeple agza alinmasi ile birlikte erir ve bir serinlik duyu-
sunun algilanmasina sebep olur. 1976’da Unilever adli firma
immobilize lipaz kullanmak suretiyle yapti§i bir dizi hidroliz
ve sentez reaksiyonlar sonucunda kakao-tereyagi yerine
gecen bir madde Uretmis ve bunun patentini almigtir.

LIPAZIN UG BOYUTLU YAPISI

Tum kaynaklardan elde edilen lipazlarin (i¢ boyutlu yapilari
hemen hemen birbirine benzemektedir. 1990 ile 1995 yillari
arasinda 11 degisik lipaz tarinln ylksek ¢ziinurllkteki
yapisi ¢dzulmuUstlr. Burada boyut, siralama benzerligi,
substratlar ve aktivatorler disinda gogunlugunun benzer
yapliya sahip oldugu g6zlenmistir. Ginimuze kadar yapi-
lan calismalarda tim lipazlarin karakteristik olarak katalitik
gruplari igeren merkezi bir f-bandi ile o/ hidrolaz yapidaki
proteinlerin i¢ yapisi incelendiginde ise paralel g kivriimli
bantlarin heliks seklindeki o yapilari ile ayrildidi ve stper
heliksel olarak gdnmus bir serit seklini aldigr gérilmUstr.
Heliks yapisindaki peptit kisimlari ise bu seridin dis kisim-
larinda yer almistir.

Lipazlar genel olarak C ve N olmak Uzere iki kisma ayrilmis
bir polipeptit zincirinden olusmaktadir. Bunlardan N- kismi
katalitik serinden yiizeye kadar (izanan ve uzun bir yag
asidi zinciri tasiyan bir hidrofobik tlinel ile aktif merkezi
kapsamaktadir (Akoh ve Min, 1998).

Bu gruptaki enzimlerin farkli seviyelerdeki benzerliklerinin
disinda bir siralama istisnai olarak sikga g6zlenmistir; pen-
tapeptit Gli-X-Ser-X-Gli. Bu serin amino asi-
dinin yapida korunmasi ve bunun degisime
ugramasi veya yer degistirmesi ile katalitik

Sanayi Dall Etki Oriin
Unlu mamuller Lezzet arttirici, raf émrii uzatici Unlu mamuller
icecek Aroma gelistirici icecekler
Kimya Enantiyo segicilik Kiral kimyasallar

Kimyasallar Sérfektanlar gibi temizleme|
Temizleme Sentez Hidroliz

Ajanlaninin uzaklagtinlmasi

Emiilsifiye ediciler, Nemlendirme|
Kozmetik Sentez

ajanlar

St ve stit mamulleri

Siit yiginin hidrolizi Peynirin olgunlagtiril

masi Tereyagdin modifiye edilmesi

Lezzet ajanlan Peynir Tereyag

Kati ve sivi yaglar

Transesterifikasyon Hidroliz

Kakao yagi, margarin Yag asitleri,

gliserol, mono ve digliseridler

Soslar Kalite gelistirilmesi Mayonez, krema
Saglikl gidalar Transesterifikasyon Saglikli gidalar
Deri Hidroliz Deri Griinleri
Lezzet gelistirilmesi ve yagin uzak:
Et ve balik Et ve balik Grdinleri
lastinimasi
Kagit Hidroliz Kagit Uriinleri
Eczacilik Transesterifikasyon Ozellikle lipitier Sindirim destekgileri
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aktivitenin yitiriimesi bu amino asidin kataliz
icin cok 6nemli ve gerekli oldugunu goster-
mistir. Bunun topografik yerlesimi de korun-
mus ve belirgindir; protein zincirinin gergin
bir bélimuniin en ustinde bulunmaktadir.
Fakat bu gergin bélimin serin amino asi-
dine yakin -2 ve +2 pozisyonlarindaki amino
asitlerinin kGgUk yan zincir gruplar icermesi
mecburidir.

Katalitik serin amino asidine ilave olarak
¢ogdu lipazin aktif merkezi histidin ve baska
bir amino asit (Asp veya Glu) daha igerir.
Nukleofilik serin bir p-bandi ile a-heliksinin
arisnad yer alirken histidin, aspatik asit ve
glutamik asit ise serinin diger yanlarinda yer
alir. Katalitik bolgeyi iceren amino asitler
¢ogu lipaz yapisinda korunur.

Lipazlar icin tahmin edilen katalitik meka-
nizma aktif merkezde bulunan serin ami-
noasidi lizerinde yogunlasmistir. Serinin
mukleofilik oksijeni trigliserid ile tetrahedral
hemiasetal bir ortam olusturur. Hemiaseta-
lin ester bagr hidroliz olur ve diagilgliserid




serbest kalir. Aktif merkezdeki serin agil esterinin bir su
molekulu ile tepkimeye girdidi, daha sonra agil enzimin
bolindligu ve yag asidinin aynldigi tahmin edilmektedir.
Katalitik prosesin bu asamasinda trinun aktif merkezden
ayriimasi 6zellikle 6nem tagimaktadir (Petersen ve arka-
daslari, 2001).

ARA YUZEY AKTiVASYONU

ilk defa 1958 yilinda Sadra ve Desnuelle tarafindan da
belirtildigi Gizere lipaz enzimi tam katalitik performans
gosterebilmek icin ara ylizey aktivasyonuna ihtiyag duy-
maktadir (Balcao ve arkadaslari, 1996). Ara yuzey aktivas-
yonu olgusu ilk kez 1936 yilinda Holwerda ve arkadaslari
ve daha sonra da 1945 yilinda Schonheyder ve Vokqvartz
tarafindan g6zlenmistir. (Verger, 1997).

1990 yilinda lipaz enziminin G¢ boyutlu yapisinin ilk kez
tanimlanmasindan sonra ara yuzey aktivasyonu olayinin,
cozelti icindeki enzimin aktif merkezini bir kapak gibi cevre-
leyen ampifilik peptidik yapidaki bir halkadan kaynaklandigi
distinuimastdr. Ara ylizeyin olmamasi durumunda lipaz
ikincil yapi elemanlarina sahiptir ve bu yapi enzimin subs-
trata ulasmasini engeller. Fakat, hidrofobik bir ara ylzey
ile karsilagsmasi durumunda lipaz “agik yapi” durumuna
gecer ve aktif hale gelir. Bu sekilde lipazlar katalitik mer-
kezi cevreleyen hidrofobik alanlar araciligiyla hidrofobik
ylzeylere glcli bir sekilde adsorbe olur. Bu mekanizma
kapak yapisi ile aciklanabilir. Daha dnce de belirtildigi
Uzere lipazm aktif merkezi Asp-His-Ser amino asitlerini
icermektedir. Cozelti icindeyken, heliksel bir kisim lipazm
aktif merkezini gevreler fakat lipit veya organik ¢ézgen
varliginda kapagin agiimasi ile yapisal bir degisim olur
ve aktif merkezi igeren hidrofobik merkez ortamla temas
eder. Bu sebeple, ara ylizeye olan gereksinim aktivite i¢in
temeldir. Kapagin dis ylzeyi nispeten hidrofilik iken aktif
merkeze dénik olan kisim hidrofobiktir. Ara yuzey ile olan
etkilesim artar ve substrat aktif merkezi iceren hidrofobik
tlinele girer. Kapak genellikle hidrofobik ve hidrojen bag-
lari ile yerinde tutulur. Kapagin yapisi yiizeydeki yerlesim
ve say! olarak degismektedir. Lipazin lipit ara ylizeyine
baglanma etkinligi kapaktaki a-heliksinin ampifilitesine
bagl olarak degismektedir. Amphifilik 6zellikler azaldikca
enzimin aktivitesi de azalir.

Bu sekilde ara ylizey aktivasyonunun lipaz yapisinda bazi
degisikliklere sebep oldugu varsayilmaktadir. Bu degisiklik-
ler ile katalitik &zellikler ve dzellikle de segicilik gelisir.

Lipazin ara ylzeylerdeki davraniglan g6z énune alindi-
ginda, adsorpsiyonun geri dénebilirligi, aktivite kaybi ola-
siligi ara yuzeyin kalitesi gibi bazi fakt6rler incelenmelidir.
Genel olarak, artan ylizey basincinin desorpsiyona sebep
oldugunun bilinmesinden dolayi, lipazlarin ara yizeylere
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geri donlsimli olarak adsorbe oldugu disinallr. Ara
yUzeyin kalitesi lipazin aktivitesini etkileyebilir. Enzimin ara
ylzeye olan egilimi ve molekdllerin yerlesimi de aktivite
uzerinde etkilidir.

Bu calismada gorildiigu Uzere lipaz gerek yapisi gerekse
de sanayide kullanilabilirligi agisindan oldukga ilgi cekici
bir enzimdir. Bu enzim basta gida sanayi olmak Uzere pek
cok sanayi dali igin gok dnemli olmasina ragmen kullanimi
henliz yayginlasmamistir. Bunun saglanmasi igin bu enzi-
min dayanimini arttiracak, tekrar tekrar kullanimini sagla-
yacak, maliyetini disurecek metotlar (izerinde ¢alisiimasi
gerekmektedir.
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